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1 UVOD 
Selen (Se) je mikroelement, nujno potreben v prehrani ljudi in živali, saj kot kofaktor 
sodeluje v presnovnih procesih številnih encimov, beljakovine, ki vsebujejo Se (v 
nadaljevanju Se-beljakovine), pa delujejo kot antioksidanti in imajo tako neposreden 
antikancerogen in zaščitni učinek pred oksidativnim stresom. V Evropi se večinoma 
srečujemo s pomanjkanjem Se v prehrani, zato se v zadnjih letih razvija praksa dodajanja 
Se v prehrano preko t.i. biofortifikacije kulturnih rastlin, predvsem žit, s selenovimi 
raztopinami (Broadley in sod., 2006). Selen lahko z različnimi kovinami, med drugimi 
tudi z živim srebrom (Hg), tvori netopne komponente (npr. HgSe) ter tako zmanjša 
biorazpoložljivost in strupenost kovin v okolju. Interakcije Hg s Se so pri rastlinah in 
glivah slabo raziskane. Prav tako ni podatkov, kako biofortifikacija rastlin s Se vpliva na 
prenos Hg po prehranjevalni verigi, vezavne oblike Hg in njegove morebitne nadaljnje 
(škodljive) učinke na živalske organizme. 
 
1.1 NAMEN DELA 
Namen doktorskega dela je bil podrobneje preučiti učinke selena (Se) na rastline in glive 
ob prisotnosti živega srebra (Hg) ter nadaljnje posledice uživanja takšnega rastlinskega in 
glivnega materiala na višjih trofičnih nivojih. Proučili smo učinke tako prisotnosti kot tudi 
uživanja Hg, Se ali kombinacije obeh elementov z različnimi biokemijskimi in fizikalnimi 
metodami. Ovrednotili smo rast in fiziološke odzive ter raziskali elementne profile 
(ionom) rastlin, gliv in polžev izpostavljenih Hg in/ali Se. Določili smo koncentracije Hg 
v posameznih organizmih v izbrani prehranjevalni verigi ter ovrednotili biodostopnost 
Hg. Na ta način smo skušali ovrednotiti tudi primernost izbranih metod za ovrednotenje 
potencialne strupenosti onesnažil v okolju. Dodatno smo odzive rastlin, gliv in polžev iz 
laboratorijskih poskusov z umetno onesnaženimi substrati primerjali s tistimi iz naravno 
onesnaženaženih, idrijskih tal. 
Doktorska disertacija prispeva nova znanja o vplivu biofortifikacije rastlin s Se na 
privzem, transport, lokalizacijo in vezavne oblike Hg pri rastlinah in glivah. Zajema 
smernice za morebitno biofortifikacijo vrtnin in poljščin s Se, še posebno v zmerno 
onesnaženih tleh kot je Idrija, kjer je po podatkih prebivalstvo močno obremenjeno s 
povečanimi vrednostmi Hg v okolju (Gnamuš, 2002; Kobal, 1995). Prav tako smo proučili 
privzem in vezavne oblike Hg v glivah iz Idrije v odvisnosti od prisotnosti Se ter nadalje 
biodostopnost Hg za višje trofične nivoje. Pridobljeni rezultati bodo pripomogli k 
vrednotenju ocene tveganja strupenosti Hg, ki je ključnega pomena pri oblikovanju 
zakonodaje na področju varne pridelave rastlin in rabe škropiv, povezanih z dovoljenimi 
količinami in lastnostmi Hg v okolju. Hkrati smo potrdili primernost izbranih indikatorjev 
za hitro spremljanje koncentracij Hg v kopenskem okolju, ki služijo morebitnim 
nadaljnjim raziskavam in novim spoznanjem na področju interakcij Se in drugih kovin v 
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bioloških sistemih.  
Cilj doktorske disertacije je bil na podlagi poznavanja interakcij Hg s Se v rastlinskih, 
glivnih in živalskih tkivih postaviti na dokazih temelječa izhodišča za razvoj tehnologij 
za zmanjšanje biodostopnosti in strupenosti Hg v prehrani. 
 
1.2 RAZISKOVALNE HIPOTEZE 
 
Raziskovalne hipoteze v doktorskem delu so sledeče: 
 
1. Selen, škropljen po listih (rastline) ali dodan v substrat (glive), bo spremenil 
privzem Hg v rastline in glive. 
2. Selen bo vplival na speciacijo in biodostopnost Hg v rastlinah in glivah za višje 
trofične nivoje. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
Onesnaženost prsti in vode s strupenimi kemikalijami (kot so različna čistila, pesticidi, 
kovine,...) je zelo resna okoljevarstvena in kmetijska težava (Plut, 1999). Prav tako gredo 
vsebnosti mineralov v tleh v vedno večje skrajnosti, kar še bolj ruši ravnovesje v 
ekosistemih (Cakmak, 2002). Po ocenah je kar 60 % kmetijskih površin bodisi v 
pomanjkanju bodisi v presežku z minerali (Cakmak, 2002). Posledično prihaja do biološke 
dostopnosti in kopičenja kovin in drugih strupenih kemikalij v kmetijske rastline, kar 
povzroča skrbi glede varne prehrane in potencialnega zdravstvenega tveganja. Povečano 
kopičenje kovin in radioaktivnih izotopov je značilno tudi za glive. Rastline in glive lahko 
absorbirajo samo biološko razpoložljive elemente, ki so določene z naravnim odlaganjem 
v tleh, pH vrednostjo tal (nižji kot je pH, bolj je kovina dostopna), vsebnostjo organske 
snovi in sposobnostjo kationske izmenjave (Falandysz in Borovička, 2013; Marschner, 
1995). Poleg teh dejavnikov je pomembna tudi sposobnost rastlin in gliv za privzem, 
transport in razporejanje elementov v njihovih tkivih (Waters in Sankaran, 2011). 
 
2.1 ŽIVO SREBRO 
Živo srebro je kemijsko zelo aktivna kovina, prisotna v biokemijskem kroženju. Proučuje 
se ga zaradi njegovih kemičnih pretvorb v okolju in posledičnega globalnega razširjanja 
ter zaradi kopičenja v prehranjevalnih spletih. 
 
2.1.1 Kemijske zvrsti živega srebra  
 
Živo srebro se v okolju nahaja v različnih kemijskih zvrsteh ali oblikah. Najdemo ga v 
obliki ionov in spojin, ki so lahko anorganske ali organske. Obstaja v treh oksidacijskih 
stanjih: elementarno živo srebro (Hg°), enovalentno živo srebro (Hg+) in dvovalentno živo 
srebro (Hg2+) (Gnamuš, 2002; Kodre in sod., 2017). Najpogostejše anorganske spojine v 
okolju so živosrebrov klorid (HgCl2) v kislih tleh, živosrebrov hidriksid (Hg(OH)2) v 
bazičnih tleh in živosrebrov sulfid ali cinabarit (HgS). V različnih raziskavah stupenosti 
se navadno uporablja HgCl2, ker se kljub veliki hlapljivosti dobro topi v vodi in je kemično 
bolj aktivna spojina kot elementarno Hg. Organske spojine so tiste, pri katerih je Hg2+ s 
kovalentno vezjo neposredno vezan na vsaj en ogljikov atom. Najpogosteje je vezan na 
atom iz metilne skupine (CH3
-). Vse organske zvrsti Hg nastanejo iz anorganskih, kar se 
dogaja med tehnološkim procesom v kemični industriji ali spontano v naravi kot proces 
metilacije. Metilacija je vezava metilne (-CH3) skupine na atom ali molekulo. 
Najpomembnejši organski zvrsti sta metil živo srebro – MeHg (CH3Hg
+) in dimetil živo 
srebro ((CH3)2Hg) (Mahaffey in sod., 1997). Obe metilni zvrsti sta hlapni in dobro 
topni v lipidih. Od vseh zvrsti Hg ima MeHg največjo stopnjo strupenosti. V 
prehranjevalni verigi se kopiči oz. bioakumulira ter vzdolž nje tudi biomagnificira in na 
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ta način ogroža zdravje ljudi in živali (Eisler, 1987; Schroeder in sod., 1991; WHO/IPCS, 
1990; WHO, 2013). V procesu bioakumulacije se Hg zaradi počasnejšega izločanja glede 
na višjo hitrost privzema kopiči v organizmih. Biomagnifikacija Hg skozi prehranjevalno 
verigo pa je proces, kjer na vsakem nivoju v prehranjevalni verigi (od rastlin in gliv do 
rastlinojedih in mesojedih živali) organizmi privzamejo več Hg kot ga izločijo. Posledica 
je kopičenje Hg v njihovih organih, koncentracija Hg v vsakem organizmu pa je višja kot 
v njegovi prehrani (Cleckner in sod., 1998; Mahaffey in sod., 1997). Odstotek MeHg v 
organizmih prav tko narašča z njihovo naraščajočo pozicijo v prehranjevalni verigi, 
predvsem v okoljih z visokimi koncentracijami anorganskih zvrsti Hg v tleh v primerjavi 
z območji, kjer Hg ni prisotno (Gnamuš, 2002).  
 
2.1.2 Živo srebro v kopenskih ekosistemih 
V kopenskih ekosistemih so pogostejše anorganske zvrsti v primerjavi z organskimi. 
Prisotnost Hg v kopenskih ekosistemih izhaja iz naravnih virov (kamnine, vulkanski 
izbuhi,...), ki predstavljajo dve tretjini celotnega Hg, ali pa iz onesnaženosti zaradi 
človekovega delovanja, kar predstavlja preostalo tretjino celokupnega Hg v okolju. 
Onesnaženje s Hg je v večini primerov posledica rudarskih in topilniških aktivnosti, 
industrije, prometa in uporabe fosfatnih gnojil in pripravkov živosrebrovih organskih 
spojin, ki se tlem dodajajo za preprečevanje razvoja glivnih bolezni semen (Patra in 
Sharma, 2000; Hlodak in sod., 2015).  
 
V Evropi se nahajajo trije največji rudniki Hg; to so Almaden in Asturias v Španiji in 
Idrija v Sloveniji. Prvi in zadnji sta bila največja proizvajalca Hg. Koncentracije Hg v 
širšem območju idrijskih tal dosegajo okoli 330 mg kg-1 ob predelovalnici rude, 50 mg kg-
1 ob dimniku iz predelovalnice ter do 6500 mg kg-1 v sedimentih vzdolž reke Idrijce, 35 
km od rudnika (Esbri in sod., 2010). Prisotnost Hg se torej razteza preko širšega območja 
Idrije (ARSO, 2009) (Slika 1). Analiza glavnih zvrsti Hg v Idrijskih tleh je pokazala, da 
večinski delež predstavlja cinabarit (HgS), z nekaj sulfati (HgSO4) in metacinabaritom (β-
HgS). Frakcionacija je pokazala tudi prisotnost elementarnega Hg (Kocman in sod., 
2004). Za razliko od tal v okolici idrijskega rudnika, so v tleh rudnika Almaden poleg 
cinabarita in metacinabarita prisotne tudi bolj mobilne zvrsti Hg (HgCl2 in Hg2Cl2) (Esbri 
in sod., 2010).  
 
Kavčič A. Vpliv selena na privzem, vezavne oblike in biodostopnost živega srebra v izbranih rastlinah in glivah.  




Slika 1: Prisotnost živega srebra v zgornjem sloju tal, vzorčenih v letih med 1989 in 2008 na mreži ReNPVO 
v Sloveniji. Vzorčenje njiv na globini 0-20 cm, ostalih površin 0-5 cm. Legenda ustreza omejitvam 
koncentracij Hg v tleh, določenih po Uredbi o mejnih, opozorilnih in kritičnih imisijskih vrednostih nevarnih 
snovi v tleh (UL RS št. 68/96). Slika povzeta po: ARSO, 2009. Krog označuje območje Idrije z vrednostmi 
Hg, ki segajo od mejnih do kritičnih. 
Figure 1: Presence of mercury in the topsoils of Slovenia, sampled between 1989 and 2008 according to 
the ReNPVO network. Depth of sampled agrarian soils was 0-20 cm and other soils 0-5 cm. Legend: Limits 
of Hg concentrations in soils in accordance with the Slovenian Decree on limit, warning and critical imission 
values of hazardous substances in soils (UL RS No. 68/96). Figure adapted from: ARSO, 2009. The circle 
indicates Idrija region. 
 
Poleg omenjenih anorganskih zvrsti v idrijskih tleh so Gnamuš in sod. (2000) ter Gnamuš 
(2002) pokazali, da je prisotno tudi MeHg. Metilacija Hg v tleh je močno odvisna od 
stopnje razkroja organske snovi v tleh, z višjimi vsebnostmi (do 5% skupnega Hg) v 
organsko bogati zemlji. Odvisna je tudi od drugih okoljskih dejavnikov, na primer 
temperature, redoks potenciala, pH. Poleg tega so pomembne koncentracije celokupnega 
in razpoložljivega dvovalentnega živega srebra, ki je glavni substrat za bakterijsko 
pretvorbo v MeHg, ter struktura mikrobne združbe v tleh. Mikrobna metilacija najbolj 
intenzivno poteka v anaerobnih sedimentih, kjer jo v večji meri opravljajo sulfat-
reducirajoče bakterije. Poteka tudi v anaerobnih pogojih spodnjih plasti listnega opada, ki 
prav tako vsebuje na listno površino odložen ali iz korenin do listov prenešen Hg (Leštan, 
2002; Gnamuš, 2002).  
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2.1.3 Mehanizem strupenosti živega srebra 
Živo srebro spada v skupino potencialno strupenih elementov, vendar njegovi potencialni 
vplivi na organizme ostajajo večinoma neraziskani (WHO/IPCS, 1990; WHO/IPCS, 
1991; Gnamuš, 2002, Gimbert in sod., 2016). Znano je, da Hg iz tal prehaja v rastline (kot 
Hg2+) oz. se odlaga na površino rastlin iz zraka (kot Hg0) in po tej poti vstopa v 
prehranjevalne splete (Eisler, 1987; Gnamuš, 2002, Hlodak in sod., 2105). Posledično 
vpliva na delovanje organizmov na več načinov: (1) z zamenjavo esencialnih elementov 
v bioloških molekulah Hg moti njihovo delovanje, konkretneje, pri rastlinah nadomesti 
atome magnezija v klorofilu, s čimer zavira proces fotosinteze, (2) z vezavo na tiolne in 
selenolne (-SeH) skupine moti tudi delovanje beljakovin in encimov predvsem v živčevju 
sesalcev in (3) z vezavo na tiolne (-SH) skupine glutationa in encimov, ki sodelujejo pri 
inaktivaciji reaktivnih kisikovih zvrsti povzroča oksidativni stres. Oksidativni stres pa 
sčasoma vodi v funkcionalne motnje organizma in razvoj različnih bolezni, kot je npr. rak 
(Järup, 2003). Živo srebro (4) reagira tudi s fosfatnimi skupinami (PO4
-) molekul ADP, 
ATP in DNK, s čimer ponovno zavira nemoteno delovanje procesov v celicah.  
 
2.2 VPLIV ŽIVEGA SREBRA NA RASTLINE 
Strupenost Hg je pogojena z njegovo biorazpoložljivostjo v tleh. Ker je rastlinam Hg 
zaradi vezave na delce in predvsem organske komponente v zemlji težko dostopen 
(Pirrone, 2001), so koncentracije Hg v kopenskem okolju redko tako visoke, da 
neposredno ogrožajo rastline (Boening, 2000; Eisler, 1987). Povečane vsebnosti Hg pa 
lahko vseeno zmanjšajo odpornost rastlin na nekatere škodljivce in bolezni (Bargagli, 
1993). Ker propad rastlin nastopi le pri ekstremno visokih koncentracijah, so višje rastline, 
predvsem trajnice (Boening, 2000; Eisler, 1987), zelo primerne za spremljanje rastlinam 
dostopnega Hg v okolju. Skope laboratorijske raziskave kažejo, da izpostavljenost Hg pri 
višjih rastlinah zmanjša stopnjo fotosinteze in transpiracije, privzem vode in sintezo 
klorofila ter inhibira rast korenin in poganjkov (Godbold in Huttermann, 1986). Vsekakor 
omenjene študije ne odražajo dejanskega stanja v okolju, saj so bile rastline v poskusih 
gojene na hidroponiki. Hidroponika predstavlja nenaraven substrat, v katerem rastline 
težje selektivno privzemajo hranila, hkrati pa so izpostavljene močno povišanim 
koncentracijam Hg, ki se v naravnem okolju ne bi pojavile (Gnamuš, 2002). Rozina (2012) 
je pokazala, da je stopnja akumulacije Hg v višje rastline, nabrane na različnih območjih 
Idrije, odvisna od koncentracije Hg v tleh, rastlinske vrste in tipa tal. Koncentracije Hg v 
koreninah in poganjkih pozitivno korelirajo s skupnimi koncentracijami Hg v zemlji, 
hkrati pa je koncentracija Hg v koreninah višja kot v poganjkih. Pri visokih koncentracijah 
Hg v tleh je bila opazna razlika med koncentracijami Hg v koreninah in Hg v poganjkih, 
kar kaže, da korenine zadržujejo Hg v tkivih. Kljub povišani koncentraciji Hg v tleh so 
bile rastline in glive sposobne tvorbe mikorize, vendar je gostota razvejanih struktur iz hif 
znotraj rastlinske celice, t.i. arbuskulov, negativno korelirala s povišanimi 
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koncentracijami Hg v tleh. Nadaljnji lončni poskusi s koruzami, gojenimi na umetno 
onesnaženi zemlji (HgCl2), so pokazali, da imajo rastline, škropljene s selenatom, večjo 
biomaso poganjkov kot kontrolne rastline. Tudi v tem primeru so bile v koreninah 
koncentracije Hg višje kot v poganjkih (Rozina, 2012). Mape porazdelitve elementov so 
pokazale, da se večina Hg kopiči v povrhnjici korenin. Foliarno škropljenje koruz pa je 
povzročilo upad vsebnosti žvepla tako v koreninah kot v poganjkih (Debeljak, 2015). 
 
2.3 VPLIV ŽIVEGA SREBRA NA GLIVE 
Ključna vloga gliv v ekosistemih zajema organske in anorganske transformacije in 
kroženje elementov, transformacije kamnin in mineralov, interakcije hif z glinenimi delci 
tal in s kovinami v tleh ter pretvorbo mineralov (Falandysz in Borovička, 2013). Poleg 
vseh omenjenih vlog, ki vzdržujejo ravnovesje v ekosistemih, predstavljajo trosnjaki ali 
nadzemni deli nekaterih glivnih vrst, ki jih imenujemo »gobe«, pomemben vir hrane za 
gozdne živali in človeka. Uživanje v naravi nabranih gob je predvsem v Evropi, Aziji in 
Ameriki bolj zaželjeno od umetno vzgojenih (Kalač, 2010; Choma in sod., 2018). Tudi 
pri nas tako z leti gobarjenje postaja vse bolj množična dejavnost, ki je posebej ohranjena 
predvsem v ruralnih predelih, večina nabranih gob pa služi nabiralcem za lastne potrebe 
(Tibuhwa, 2013; Kai in sod., 2011).  
 
Glive vsebujejo nekatere esencialne elemente in različne organske komponente - od 
aminokislin in beljakovin, lipidov, ogljikovih hidratov, vitaminov in mineralov, fenolnih 
spojin, pigmentov in komponent, ki jim dajejo okus, vonj in aromo (Kalač, 2010; Choma 
in sod., 2018). Poleg tega je znano, da glive kopičijo visoke koncentracije težkih kovin 
(Ag, Au, Cs, Rb, V, Zn, Hg), polkovin (As) in nekovin (Se), kot tudi radioaktivnih 
izotopov, tako na onesnaženih kot neonesnaženih območjih (Falandysz in Borovička, 
2013; Kalač, 2010; Alonso in sod., 2000; Byrne in sod., 1976). Micelij namreč učinkovito 
absorbira elemente iz tal ter jih skladišči v nadzemnih delih micelija, gobah ( Byrne in 
sod., 1976).  
 
Najbolj poznane in priljubljene užitne gobe, ki tvorijo mikorizne povezave z listavci in 
iglavci, so jesenski goban (Boletus edulis), črni goban (Boletus aereus) ter kozjenogi 
mesnatovec (Scutiger (Albatrellus) pes-caprae). Za rod Boletus spp. je značilno, da lahko 
kopiči visoke koncentracije Hg (0,73-6,3 mg kg-1 suhe mase) v neonesnaženih območjih 
(Kalač, 2010; Falandysz in sod., 2014), medtem ko so v onesnaženih območjih 
koncentracije še višje (Falandysz in Borovička, 2013; Falandysz in Frankowska, 2003). 
Živo srebro, prisotno v glivah, je večinoma v anorganski obliki (>80-99 %) (Falandysz in 
sod., 2014; Miklavčič in sod., 2015), z majhnim odstotkim MeHg (okrog 5-8 %) (Rieder 
in sod., 2011).  
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2.4 DOSTOPNOST IN PRIVZEM KOVIN V ORGANIZME 
O biodostopnosti govorimo, ko se kovina oziroma snov dejansko absorbira iz medija 
(zemlje, vode, hrane) v organizem. Biodostopnost je odvisna od količine 
(biorazpoložljivosti) dostopne kovine v mediju. Sam obseg privzema kovin v rastlino ali 
glivo in posledično njihova strupenost za te organizme ni odvisna samo od 
(bio)dostopnosti kovine za rastlino ali glivo, ampak tudi od kemijske vrste kovine in njene 
celokupne koncentracije v tleh (Leštan, 2002). Biodostopna koncentracija kovin je torej 
del skupne koncentracije kovin, ki se zaradi šibke vezave v tleh lahko prenese iz substrata 
v žive organizme (Leyval in Joner, 2001). Dobro dostopne pojavne oblike kovin so tiste, 
ki so raztopljene v talni raztopini ali pa so v tleh izmenljivo adsorbirane na površini talnih 
koloidov (Adriano, 2001; Leštan, 2002). Ti dve obliki sta za rastline, glive in živali tudi 
najbolj problematični. Poleg teh dveh pojavnih oblik kovin so v tleh tudi na različne talne 
delce tesno vezane in rastlinam in glivam slabo dostopne oblike kovin (Leštan, 2002). 
Jakost vezave pozitivno nabitih ionov kovin na negativno nabite koloidne površine in v 
različne komponente lahko spremenijo različni dejavniki tal kot so npr. pH, vsebnost 
organske snovi, prisotnost drugih kationov (Greger, 1999; Leštan, 2002). Če ti dejavniki 
delujejo v smeri sprostitve jakosti vezave, se delež dostopne koncentracije kovin v tleh 
poviša. 
 
Mobilnost in biodostopnost Hg sta v kopenskih ekosistemih na splošno nižja kot v vodnih 
ekosistemih. Kot rečeno sta odvisna predvsem od vezavne oblike Hg in okoljskih 
ligandov, ki so prisotni v zemlji. Ekstrakcija z 0,5 M HCl idrijskih vzorcev tal s 
prevladujočim cinabaritom je pokazala nizko mobilnost Hg (do 0,2 mL L-1) (Esbri in sod., 
2010) z nizkim biokoncentracijskim faktorjem, kar nakazuje razmerje med koncentracijo 
skupnega Hg v rastlini in v tleh (0,4-6 %) (Gnamuš in sod., 2000). Po drugi strani je bila 
mobilnost Hg v tleh rudnikov Almaden in Asturias višja, kar je povezano s prisotnostjo 
HgCl2 (Esbri in sod., 2010). Biodostopnost Hg iz zemlje je odvisna tudi od količine MeHg, 
ki je ena najbolj mobilnih in strupenih oblik Hg v bioloških sistemih (Kim in Zoh, 2012).  
 
Informacije o biodostopnosti Hg med trofičnimi nivoji kopenskih ekosistemov so skope 
(Mahbub in sod., 2017). Pomanjkljivo je znanje iz vidika prenosa Hg iz zaužitih rastlin 
in/ali gliv, ki so rasle na s Hg onesnaženih tleh, v potrošnike (živali, človeka). Zaenkrat 
imamo podatek, da je skupna biodostopnost Hg iz zelenjave, ki je rasla na bližnjem 
območju tovarne florescentnih luči (provinca Zhejiang, Kitajska) z večinskim odstotkom 
Hg kot HgCl2, med 34,3 % (zeleni deli kitajske gorčice, Brassica juncea) in 54,6 % 
(zelena solata, Lactuca sativa) (Shao in sod. 2012), kar je prispevalo k povišanemu 
dnevnemu vnosu Hg v populaciji, ki je uživala proučevano zelenjavo. Kljub temu, da se 
sveže in konzervirane gobe kot specialiteta uporabljajo v kulinariki v mnogih državah, so 
raziskave o biodostopnosti Hg v njih skope. Vsekakor so raziskave nujno potrebne, saj 
vsebnosti Hg v glivah ponekod segajo nad dovoljeno mejo 140 µg/dan (WHO, 2007). V 
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času sezone gobarjenja močno poraste stopnja uživanja gob (>100 g svežih gob/teden), 
kar bi lahko vodilo do akutnega povišanja višjih koncentracij Hg v telesu. Ob tem ne gre 
zanemariti potencialnih posledic strupenosti prekomernega zaužitja Hg. Pomembno je 
povdariti, da se lahko v gastrointestinalnem traktu človeka v telo privzame kar do 90% s 
hrano zaužitega MeHg. Še dopusten dnevni vnos MeHg lahko tako hitro prekoračimo 
predvsem z uživanjem morske hrane. Raziskave kažejo, da odstotek MeHg od skupnega 
Hg v ribji mišici variira med 80 in 100 %, medtem ko je koncentracija MeHg v drugih 
organih nižja (v jetrih in ledvicah do 20 %). Omeniti je potrebno tudi dejstvo, da se 
količina MeHg v mišičnem tkivu surove ribe ohrani tudi po kuhanju ali kakšni drugi 
termični obdelavi (Mahaffey in sod., 1997). 
 
2.5 VEZAVNE OBLIKE ŽIVEGA SREBRA 
Veliko vlogo pri strupenosti kovin predstavlja torej tudi njihova vezava v molekulah. 
Analiza strukture rentgenskega absorpcijskega roba Hg z mikronskim rentgenskim žakom 
(angl. µ-X-ray absorption near edge structure, µ-XANES) v česnu (Allium sativum) je 
pokazala, da je Hg večinoma vezan na žveplove ligande bodisi kot Hg(GSH)2 ali 
Hg(Met)2. Dodatek Se je zmanjšal delež Hg-S vezav v obliki Hg(GSH)2 vezanega Hg. 
Kodre in sod. (2017) so nedavno pokazali, da se vezava Hg v rastlinah in glivah razlikuje. 
V nemikoriznih koreninah koruze je Hg večinoma vezan v di-tiolne (Hg-S2-) in di-amino 
komponente (Hg-N2-), medtem ko je v koreninah, kjer je prisotna arbuskularna mikoriza, 
poleg omenjenih, prisotna še tetra-tiolna vezava Hg (Hg-S4-). Odstotek tetra-tiolnih 
komponent je odvisen od stopnje tvorbe arbuskulov in od koncentracije Hg v koreninah, 
kar kaže na to, da lahko mikorizne glive vplivajo na vezavo Hg v tkivih ter na mobilnost 
Hg iz zemlje v korenine.  
 
2.6 POSLEDICE KOPIČENJA ŽIVEGA SREBRA V VIŠJIH TROFIČNIH 
NIVOJIH 
Kopičenje Hg vzdolž prehranjevalnih verig predstavlja nevarnost za zdravje živali in ljudi. 
Ena izmed zvrsti Hg, ki se kopiči v organizmih, in je hkrati tudi najbolj problematična in 
strupena, je MeHg. Vzdolž prehranjevalne verige (od rastlin, gliv do rastlinojedih in 
mesojedih živali in človeka) se izrazi še druga lastnost Hg, to je biomagnifikacija. 
Biomagnifikacija pomeni, da je vsak naslednji trofični nivo prehranjevalne verige preko 
hrane izpostavljen vedno višjim koncentracijam Hg in posledično je kopičenje Hg v teh 
organizmih večje (Marigomez in sod., 1986; Pirrone in sod., 2000). Za vrednotenje 
uživanja onesnažil, ki bi se lahko kopičile v človeškem telesu, se zato med drugim 
uporablja izraz začasnega dopustnega tedenskega vnosa (angl. provisional tolerable 
weekly intake, PTWI). Tedenski časovni okvir tako poudarja dejstvo, da je potrebno vnos 
takšnih snovi omejiti – tako časovno kot količinsko. Pri tem je potrebno poudariti, da 
zaužitje onesnažil do meje PTWI običajno še ne povzroči vidnejših posledic na 
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potrošnikih (Herrman in Younes, 1999), kar naj bi veljalo tudi za Hg. Kakorkoli, 
dolgotrajna izpostavljenost Hg povzroča okvare pljuč, jeter, ledvic in živčnih tkiv 
(povzeto po Gnamuš, 2002; WHO/IPCS 1990 in 1991; WHO 2013). V literaturi so 
pogosto omenjena naslednja vedenja organizmov, ki jih povezujejo s kvarnim delovanjem 
visokih koncentracij kovin: motorično, prehranjevalno, razmnoževalno in izogibalno 
vedenje (Allah in sod., 2002; Bonelly de Calventi, 1965; Calabrese in sod., 1977; 
Marigomez in sod., 1986; Russell in sod., 1981; US EPA, 1997). Glede na literaturo bi 
torej pričakovali, da bi dodatek Se spremembo vedenja živali, podvrženih višjim 
koncentracijam Hg, omilil oziroma izničil. 
 
Polži lazarji (Arion vulgaris) iz družine Arionidae, Gastropoda, so v zadnjih letih pridobili 
status gospodarsko pomembnih škodljivcev v gospodarstvu in eden izmed 100 najbolj 
invazivnih vrst v Evropi. Zaradi številnih osebkov, hitre reprodukcije z velikim številom 
jajc, hitro sposobnostjo kopičenja kovin v prebavni žlezi hepatopankreasu (HP), do katere 
se zlahka dostopa (zaradi odsotnosti hiške), je polž lazar idealni modelni organizem v 
toksikoloških raziskavah, ki so zaradi vseh naštetih značilnosti hitre in poceni. Dosedanje 
laboratorijske raziskave, ki so proučevale vnos onesnažil preko vnosa s hrano, so se 
posluževale od preprostih diet s solato do kompleksnejših, kjer so uporabili komercialne 
pelete (Allah in sod., 2003; Laznik in sod., 2010; Ortega in Txurruka, 2014; 
Schamphelaere in sod., 2008), še vedno pa ne obstaja nek enoten protokol, ki bi poenotil 
raziskovanje vplivov onesnažil preko prehranjevanja.  
  
2.7 SELEN IN NJEGOVA ZAŠČITNA VLOGA  
Selen v tleh. V kemijskih lastnostih je selen podoben žveplu (Reilly, 2006). V okolju se 
nahaja v anorganski obliki (elementarni selen: Se, selenid: Se-, selenit(IV): SeO3
2-, 
selenat(VI): SeO4
2- in v organski obliki: predvsem kot metilirane selenove spojine, seleno-
aminokisline in selenobeljakovine v bioloških sistemih (Pyrzyńska, 2002; Uden s sod., 
2004). Frost (1972) opisuje dinamično ravnotežje in pretvarjanje med anorganskimi in 
organskimi oblikami selena. Pirc in Šajn (1997) navajata vsebnosti selena v tleh v 
Sloveniji od manj kot 0,1 do 0,7 mg/kg, kar pomeni, da so v Sloveniji tla revna s selenom. 
 
Selen in rastline. Selen je za človeka in živali en izmed esencialnih mikrohranil, katerega 
potrebam se večinoma lahko zadosti z uživanjem žit, zelenjave, mesa in rib (Rayman, 
2000; Sajedi in sod., 2011). Velike količine Se vsebujejo križnice, predvsem rod Brassica 
(Chang in sod., 2008). Nezadostna preskrba s Se je pogosta pri ljudeh, ki uživajo 
vegetarijansko prehrano, saj se že tako nizke koncentracije Se v zelenjavi in žitih še 
znižajo, če so rastline gojene na s Se revnih tleh z nizko biodostopnostjo Se (White in 
Broadley, 2009). Ker je neposredno dodajanje Se v hrano manj priporočljivo zaradi slabše 
biodostopnosti anorganskih oblik Se in hkrati tveganja prekomernega vnosa Se v telo, so 
prednosti biofortifikacije rastlin s Se ogromne (Hartikainen, 2005). Za učinkovit način 
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biofortifikacije rastlin sta se izkazala listno dodajanje in dodajanje Se gnojil v zemljo 
(White in Broadley, 2009). Z uživanjem tako vzgojenih pridelkov se je posledično 
izboljšalo zdravje ljudi in živali (Alftan in sod., 2015). Z vidika biofortifikacije kmetijsko 
pomembnih rastlin s Se, npr. pšenice (Yao in sod. 2010; Riaz in sod., 2018), tatarske in 
hibridne ajde (Golob in sod., 2017), zelenjave (El-Ramady in sod., 2014; Germ in sod., 
2018; Slekovec in Goessler, 2005) in celo zelišč (Germ in sod., 2009), se je zvišala sama 
vsebnost Se v testiranih rastlinah, kakor tudi izboljšala njihova prehrambena vrednost, 
brez signifikantne izgube pridelka.  
 
Pri rastlinah so koristni učinki Se opazni samo v ozkem tolerančnem območju, pri nizkih 
koncentracijah (Germ in sod., 2007; Chang in sod., 2008). Dodatek Se v manjših količinah 
(< 20 mg kg-1) prispeva k izboljšani rasti rastlin, hkrati pa poveča njihovo kapaciteto v 
boju proti oksidativnemu stresu, ki ga povzročajo notranji presnovni in/ali zunanji 
dejavniki. V primernih koncentracijah lahko celo upočasni znake senescence ali staranja 
rastlin. V previsokih koncentracijah povzroča oksidativni stres in zmanjša pridelek 
poljščin (Chang in sod., 2008; Hartikainen, 2005; Kolbert in sod., 2016). Primer, pri s Se 
bogati ogrščici, dodatek Se zavre rast rastlin (Chang in sod., 2008). 
 
Selen in glive. Za razliko od večine užitnih gliv, so tako gobani Boletus spp. kot kozjenogi 
mesnatovci akumulatorji Se. Koncentracije Se lahko sežejo do 50 (gobani) in 370 
(kozjenogi mesnatovci) mg kg-1 suhe mase (Falandysz, 2008, 2013; Stjive in sod. 1998). 
Fiziološka vloga Se v teh glivah ni poznana, še posebno zaradi dejstva, da se je proces 
sinteze Se-beljakovin pri višjih glivah in rastlinah večkrat izgubil tekom evolucije. 
Namesto Se-beljakovin so se pojavili njihovi homologi, ki vsebujejo s cisteinom bogate 
regije (Lobanov in sod., 2009). 
 
Presnova selena. Selen kot analog žvepla tekmuje za vezavna mesta sulfatnih prenašalcev 
(Chang in sod., 2008). Preko njih se privzema v živalske celice in vključuje v aminokislino 
cistein (Se-cistein), pri čemer tvori različne funkcionalne Se-beljakovine. Rastline in glive 
nimajo presnovnih poti, po katerih bi se tvorile funkcionale beljakovine. Pri 
akumulacijskih rastlinskih vrstah se Se-cisteini metilirajo in s tem zmanjšajo strupenost 
Se. Poleg tega se Se lahko vključuje tudi v aminokislino metionin, vendar pa vključitev 
Se-metionina v beljakovine povzroči njihovo nefunkcionalnost. Zamenjava S s Se v 
aminokislinah in posledično nefunkcionalne beljakovine so še posebej značilne za 
neakumulacijske rastlinske vrste, zaradi česar pri njih govorimo o strupenosti Se (Chang 
in sod., 2008).  
 
Zaščitna vloga selena. Selen s svojimi komponentami deluje tudi kot antioksidant 
(Baraboi in Shestakova, 1999). Zaščitna vloga Se pred škodljivimi učinki Hg je bila 
potrjena pri algah, vodnih nevretenčarjih, ribah in sesalcih (Das in sod., 1982; Eisler, 
1985; El-Demerdash, 2001; Gailer in sod., 2000). Selen v živalskih in človeških tkivih s 
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Hg tvori komponente, s čemer ščiti celice pred njegovim negativnim delovanjem. 
Inaktivirani Se-Hg komponente so fiziološko neaktivne in povzročajo sočasno kopičenje 
obeh elementov, pri čemer se negativni učinki strupenosti v sesalcih ne izrazijo celo pri 
zelo visokih koncentracijah Hg (Zelič in Bilinski, 1980). Kljub nekaterim študijam, Pri 
rastlinah in glivah tvorba takšnih zaščitnih komponent zaenkrat ni še dodobra poznana. 
Shanker in sod. (1996) so glede na zmanjšan privzem Hg v rastline paradižnika in redkvic, 
gojenih na hidroponski raztopini, ob prisotnosti selenata/selenita predlagali tvorbo Hg-Se 
komponent nekje med zemljo in koreninami. Zhao in sod. (2013) so pokazali, da dodatek 
Se (Na selenat ali selenit) v hidroponsko raztopino HgCl2 zmanjša privzem, kopičenje in 
prenos Hg v česnu (Allium satvum). Prav tako so se ob dodatku Se zmanjšali negativni 
učinki Hg na rast česna. Wnag in sod. (2016) so pokazali, da Se, dodan v zemljo, zavre 
privzem tako MeHg kot anorganskega Hg v zrna riža, medtem ko listno dodajanje Se 
rastlinam ni imelo učinka na privzem MeHg v rastline riža. Zaključili so, da ključno vlogo 
pri zmajševanju privzema Hg v zrnje riža igrajo Hg-Se interakcije v zemlji in ne v 
rastlinah ob dodatku Se. 
 
2.8  FIZIKALNE METODE ZA UGOTAVLJANJE KONCENTRACIJ 
ELEMENTOV IN VEZAVNIH OBLIK ŽIVEGA SREBRA  
 
Da lahko spremljamo onesnaženost oz. obremenjenost okolja in s tem dostopnost in 
strupenost onesnaževalcev za rastline, glive, živali ter posledično človeka, se poslužujemo 
različnih analitskih tehnik. Vendar, zaradi napredka znanosti za preučevanje strupenosti 
standardne raziskave strupenosti za organizme, kot so spremljanje rasti in vedenja 
organizmov in ugotavljanje stopnje stresa preko koncentracij malondialdehida, ne 
zadoščajo več. Dandanes poznamo že kar nekaj metod za določanje skupne koncentracije 
elementov v vzorcu (Vogel-Mikuš in sod., 2012): rentgenska fluorescenčna 
spektroskopija (XRF), rentgenska fluorescenčna spektroskopija s totalnim odbojem 
(TXRF), atomska asorbcijska spektroskopija (AAS), induktivno sklopljena plazma z 
masno spektrometrijo (ICP-MS),... s katerimi se lahko približamo dogajanju v organizmih 
kot posledica delovanja onesnažil. Poleg tega je za celostno razumevanje mehanizmov 
strupenosti kovin in ostalih okoljskih onesnaževalcev ter za razlage metabolnih poti 
elementov potrebno analize skupnih koncentracij elementov še nadgraditi. Za natančnejše 
preučevanje in razlago se moramo tako posluževati tudi metod lokalizacije elementov na 
celičnem in subceličnem nivoju (Kaulich in sod., 2009; Punshon in sod., 2005), pa tudi 
določanja kemijskih oz. vezavnih oblik elementov (Lombi in sod., 2011; Vogel-Mikuš in 
sod., 2012). Za preučevanje elementarne sestave veljajo za zelo uporabne metode na 
osnovi rentgenske svetlobe, saj so poceni, multielementne in okolju prijazne, obenem pa 
ni potrebno vnaprej predvideti elementne sestave v vzorcu (Nečemer in sod., 2008). Poleg 
tega so hitre, saj se izognemo časovno zamudnemu razklopu vzorcev ter hkrati popolnemu 
uničenju materiala, ki bi se na primer zgodil v primeru meritev elementov z ICP-MS. Z 
uporabo tehnike XRF se izognemu tudi pretiranim izgubam materiala in potencialnem 
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dodatnem onesnaženju vzorcev tekom postopka priprave vzorcev. Na drugi strani imamo 
metode za preučevanje razporeditve elementov kot so npr. sinhrotronska rentgenska 
fluorescenčna spektroskopija (sr-XRF), laserska ablacijska masna spektroskopija z 
induktivno sklopljeno plazmo (LA-ICP-MS) ter metode za preučevanje vezavnih oblik 
elementov, kot je rentgenska absorbcijska spektroskopija (XAS). 
 
2.8.1  Rentgenska fluorescenčna spektrometrija (XRF) 
Rentgenska fluorescenčna spektroskopija je metoda, ki temelji na vzbujanju atomov v 
vzorcu z rentgenskimi žarki ter na nastanku novega, karakterističnega sevanja, ki prihaja 
iz vzorca. Rentgenski žarki so elektromagnetno valovanje oz. fotoni z valovno dolžino v 
območju med 0,001 nm in 80 nm (med 15 eV in 1,2 MeV). Vir sevanja, ki vzbuja atome, 
so rentgenske cevi ali radioaktivni izotopi. Ob prehodu rentgenskih žarkov skozi snov, se 
nekateri fotoni absorbirajo v samem vzorcu ali pa odbijejo od prvotne poti. Tisti fotoni, 
katerih energija preseže vezavne energije elektronov v treh notranjih lupinah (K (prva), L 
(druga) in M (tretja lupina)), te elektrone uspešno vzbudijo in jih dvignejo v višja 
energetska stanja. Ob vračanju v prvotno stanje se pridobljena energija sprosti kot foton 
rentgenske svetlobe, na podlagi katerega ločimo posamezne elemente med seboj 
(Markowicz, 1993).  
 
Za analizo elementov v vzorcu je potrebno izmeriti spekter fluorescenčne rentgenske 
svetlobe, ki smo jo vzbudili v vzorcu. Za ta namen uporabljamo rentgenske spektrometre, 
ki merijo energijo in število rentgenskih žarkov, torej energijsko porazdelitev 
fluorescenčne rentgenske svetlobe. Osnovni del rentgenskega spektrometra je detektor, za 
katerega je pomembno, da loči po energiji karakteristične rentgenske žarke sosednjih 
elementov v periodnem sistemu (Markowicz, 1993). 
 
2.8.2  Rentgenska absorpcijska spektroskopija (XAS) 
Rentgenska absorpcijska spektroskopija je pogosto uporabljena metoda pri strukturni 
analizi materialov (Vogel-Mikuš in sod., 2010, 2012). Pri tej metodi opazujemo 
interakcijo fotonov s snovjo tako, da merimo absorpcijski koeficient v odvisnosti od 
energije fotonov. V izmerjenih rentgenskih absorpcijskih spektrih absorpcijski koeficient 
pojema z naraščajočo energijo fotona vse do točke, kjer energija fotona doseže vrednost 
ionizacijske energije posamezne notranje lupine atoma. Takrat absorpcijski koeficient 
skokovito naraste in v spektru se pojavi absorpcijski rob. Nad robom se pojavi struktura, 
ki je naložena na gladek potek absorpcijskega keoficienta. To strukturo delimo na dva 
dela, in sicer bližnja struktura absorpcijskega roba (angl. X-ray Absorption Near-Edge 
Structure, XANES) in podaljšana struktura rentgenskih robov (angl. Extended X-ray 
Absorption Fine Structure, EXAFS). Iz strukture XANES, ki je v energijskem območju 
do 50 eV od absorpcijskega roba, lahko dobimo informacije o oksidacijskem stanju atoma, 
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tipu ligandov in simetriji koordinacijske okolice atoma. Obliko absorpcijskega spektra v 
okolici absorpijskega roba lahko uporabljamo kot prstni odtis (»fingerprint metoda«), v 
katerem prepoznavamo tipične vezavne oblike (Wong in sod., 1984). Z analizo signala 
EXAFS, ki se razteza od 50 eV do 1000 eV nad robom, pa lahko ločimo prispevke 
posameznih lupin sosedov ter tako izvemo informacije o vrsti sosednjih atomov ter njihovi 
razdalji od centralnega atoma (Vogel-Mikuš in sod., 2012). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MODELNI ORGANIZMI, GOJENJE IN IZVEDBA POSKUSOV  
 
3.1.1 Modelne rastline in njihova vzgoja  
V poskusih z rastlinami smo uporabili izbrane poljščine in vrtnine – predstavnice 
enokaličnic (koruza) in dvokaličnic (zelena solata (v nadaljevanju solata), navadna in 
tatarska ajda, oljna ogrščica (v nadaljevanju ogrščica), navadna sončnica (v nadaljevanju 
sončnica)) z različno zmožnostjo akumulacije potencialno nevarnih kovin 
(neakumulacijske ali akumulacijske rastline) in različno presnovo žvepla oziroma 
prisotnost glukozinolatov (Pilton-Smiths, 2006, Thompson, 1986) (Preglednica 1). 
Glukozinolati so žveplove spojine, ki se pojavljajo kot sekundarni presnovki v mnogih 
rastlinah, večinoma križnicah (Brassicaseae). Snovi, ki izhajajo iz glukozinolatov rastline 
uporabljajo kot naravni pesticid pri obrambi proti rastlinojedom (Russo, 2014; Velasco in 
sod., 2008).  
 
Preglednica 1: Seznam rastlinskih vrst, uporabljenih v poskusih, s pripadajočim latinskim imenom, 
družino, prisotnostjo glukozinolatov ter stopnjo kopičenja živega srebra (Hg). 
Table 1: Plant species, used in experiments, with their latin name, family, presence of glucosinolates and 
rate of mercury (Hg) accumulation. 
 
slovensko (latinsko) ime 
rastline 










trave (Poaceae) ne 
kopičenje Hg n.a., kopiči Cd, Zn in Pb 
(Máthé-Gáspár in Anton, 2005) 





kopičenje Hg n.a., akumulator Al, Pb, Sn 
(Honda in sod., 2007; Franzaring in sod., 
2017) 





neakumulacijska vrsta, tolerantna na Hg 
(Bilal Pirzadah in sod., 2018) 





Hg akumulator (McCutcheon in Schnoor, 
2004; Chang in sod., 2008; Velasco in 
sod., 2008), bogata s Se (Mounicou in 
sod., 2006) 




ne Hg akumulator (Lv in sod., 2017) 
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3.1.1.1 Hidroponski poskus 
Semena koruze in sončnice smo kalili v koritih na navlaženem vermikulitu, posebnem 
poroznem materialu, ki nastane kot posledica hidrolize vulkanskih sljud, po navodilih 
proizvajalca (Agra-vermikulit, RHP). Vermikulit smo dvakrat tedensko zalili z 
vodovodno vodo, da smo ohranjali primerno vlažnost za kaljenje. Po dveh tednih rasti 
smo kalice sprali pod tekočo in destilirano vodo ter prestavili na poseben sistem za gojenje 
rastlin v hranilni raztopini, na t.i. hidroponiko. Rastline na hidroponiki so rasle 4 tedne v 
polovični Hoaglandovi hranilni raztopini z naslednjo sestavo (Hoagland in Arnon, 1940): 
 
MAKROELEMENTI MIKROELEMENTI 
1,25 mM KNO3 53 μM Fe-EDTA 
1,25 mM Ca(NO3)2 x 4H2O 0,5 μM ZnSO4 x 7H2O 
0,5 mM MgSO4 x 7H2O 0,5 μM MnSO4 x H2O 
0,5 mM KH2PO4 0,125 μM Na2MoO4 
12,5 μM KCl 0,125 μM CuSO4 x 5H2O 
 6,25 μM H3BO3 
Kislost (pH) polovične Hoaglandove hranilne raztopine smo umerili na 6,5 ± 0,1. V vsako 
čašo, ki smo jo napolnili z 800 ml Hoaglandove hranilne raztopine, smo položili stiroporni 
plovec s štirimi enako velikimi kalicami. Rastline smo gojili v rastnih komorah pri 
temperaturi 20 °C, 50-55 % relativni zračni vlagi in s 16/8 urnim dnevno/nočnim ciklom 
in gostoto toka fotonov 550 μmol m-2 s-1. Hranilna raztopina vsake čaše se je prepihavala 
z zrakom, ki je bil doveden po cevki, povezani z zračno črpalko. Vodo, ki je izhlapela, 
smo nadomeščali z destilirano vodo, da bi preprečili koncentriranje hranilnih snovi v 
raztopini. Hranilno Hoaglandovo raztopino smo menjali enkrat tedensko. Prvi teden so 
rastline rasle samo na hranilni Hoaglandovi raztopini, nato pa smo začeli z različnimi 
izpostavitvami (Slika 2). Hoaglandovi hranilni raztopini smo dodali Hg v obliki HgCl2 
(oznaka Hg) ali kombinacijo 10 μM Hg v obliki HgCl2 (Sigma-Aldrich, ZDA) in Se v 
obliki 2 μM selenita, K2SeO3 (Sigma-Aldrich, ZDA) (oznaka H/Se
4+), ali 2 μM selenata, 
K2SeO4 (Sigma-Aldrich, ZDA) (oznaka H/Se
6+). Kalijev selenit oz. selenat smo uporabili 
kot alternativo natrijevemu selenitu oz. selenatu, saj so povišane koncentracije Na+ ionov 
v raztopini za rastline strupene zaradi povečanja slanosti. Tako ne bi mogli natančno 
ovrednotiti potencialnega vira strupenosti bodisi Na+ bodisi SO3
2- oz. SO4
2- (Chang in 
sod., 2008). 
 
Z zgoraj opisano pripravo raztopin smo dobili 6 različnih kombinacij izpostavitve: eno 
samo s Hg (oznaka K/Hg za koruzo in S/Hg za sončnico) ter pet kombinacij Hg z drugimi 
kovinami, in sicer selenit (K/Se4+) ali selenat (K/Se6+) za koruzo in selenit (S/Se4+) ali 
selenat (S/Se6+) za sončnico. Po štirih tednih smo z izpostavitvami zaključili, rastline 
sprali pod tekočo in destilirano vodo, osušili, izmerili višino poganjkov, s skalpelom 
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razdelili na poganjke in korenine in vsakemu organu določili svežo maso. Določen del 
svežega materiala smo odvzeli za namene proučevanja lipidne peroksidacije in priprave 
prečnih rezin, ostalo pa zamrznili, liofilizirali, določili suho maso in uprašili.  
 
Za pripravo prečnih prerezov korenin, stebel in listov, ki smo jih odvzeli, smo porazdelitev 
elementov znotraj posameznega prečnega prereza smo izmerili z M4 Tornado 
konfokalnim XRF (Bruker, ZDA) na Tehnični Univerzi TU Belin. Postopek priprave 
prečnih rezin in nadalje meritev porazdelitve elementov je natančneje opisan pod točko 
3.4.3.  
 
3.1.1.2 Lončni poskusi 
 
Rastline so bile gojene v cvetličnih koritih (več rastlin na korito), z izjemo zelene solate, 
ki je bila gojena v cvetličnih lončkih (1 zelena solata na lonček). Zelena solata in obe vrsti 
ajde so bile gojene tako na umetno onesnaženi zemlji kot na naravno onesnaženi zemlji 
(Idrija), medtem ko so bile ostale rastline gojene samo na umetno onesnaženi zemlji. 
Koncentracije Hg v vzorcih idrijske zemlje, razklopljene v mešanici klorovodikove in 
dušikove kisline (3:1 (v/v)) (t.i. zlatotopka ali »aqua regia extractable« Hg) smo pomerili 
z ICP-MS. Končna koncentracija Hg v idrijski zemlji je ustrezala 101 ± 2 mg kg-1. 
Koncentracijo Hg v idrijski zemlji, na kateri so rasle navadne ter tatarske ajde, smo 
izmerili z XRF, s katerim smo pridobili informacijo o celokupni koncentraciji Hg. Znašala 
je 700 ± 26 mg kg-1. Razlike v koncentraciji Hg v idrijski zemlji gre pripisati predvsem 
nehomogenosti vzorčne ploskve in očitnim okoljskim spremembam na točki vzorčenja, ki 
so bile posledica dvoletnega zamika v vzorčenju zemlje za poskuse. Dejavniki, ki vplivajo 
na koncentracijo Hg, so na primer: neenakomerno izpiranje Hg iz zemlje, večji delež 
organske snovi v zemlji pomeni večjo koncentracijo Hg v njej, prav tako pa naraste z 
večjo količino listnega odpada, na katerega so se usedali delci Hg. Vzorčna točka se nahaja 
ob dimniku talilnice Hg v Idriji, in sicer na 46°00'30,3"N severne zemljepisne širine in 
14°01'58,9"E vzhodne zemljepisne dolžine. 
 
Umetno onesnaženo zemljo smo pripravili tako, da smo neonesnaženo zemljo iz okolice 
Biotehniške fakultete zmešali s substratom za gojenje okrasnih rastlin (Biorast, TIMO) v 
masnem razmerju 1:1. Pripravljeno zemljo smo posušili na zraku, dali v dvojne vreče za 
smeti (Piskar, Slovenija) in v digestoriju kontaminirali z različnimi vodnimi raztopinami 
HgCl2 (Merck, Nemčija) v naslednjih koncentracijah: 0, 10 ter 100 mg kg
-1. Tako 
onesnaženo zemljo smo dobro premešali in pustili stati 2 tedna z namenom vzpostavljanja 
ravnotežja med Hg v prosti obliki in Hg, adsorbiranim na površino delcev v zemlji, kar so 
pokazale nekatere raziskave (Hlodak in sod., 2015; Zidar in sod., 2016). S Hg 
neonesnažena zemlja je služila za kontrolo.  
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Cvetlični lončki. Zeleno solato (sorta Exquise, Vrtnarstvo Škofic, Kranj), ki je osem 
tednov od dneva kalitve rastla v substratu za gojenje vrtnin, smo posadili v cvetlične 
lončke, napolnjene z 0,4 kg bodisi naravno ali umetno (0, 10 in 100 mg kg-1) onesnažene 
zemlje. Za vsako izpostavitev smo posadili 10 sadik zelene solate, eno sadiko na lonček, 
vse lončke pa smo prekrili s črno polivinilno vrečo, da bi preprečili izhlapevanje Hg. 
Solato smo gojili 6 tednov v kontroliranih razmerah v rastnih komorah pri relativni zračni 
vlagi 50-55 %, temperaturi 20 °C in dnevno/nočnem ciklu osvetljevanja 16/8 ur. Po prvih 
3 tednih smo s Se biofortificirane rastline v lončkih dvakrat tedensko poškropili s 5 µM 
koncentracijo raztopine K2SeO4 (Alfa Aesar). Škropljenje smo izvajali 3 tedne. Rastline 
v lončkih brez dodanega Se smo škropili z destilirano vodo v enakih odmerkih (Slika 2). 
 
Cvetlična korita. V cvetlična korita z umetno kontaminirano zemljo (0 in 10 mg kg-1) 
smo posejali semena koruze, navadne in tatarske ajde, oljne ogrščice in navadne sončnice 
ter jih pokrili s črno polivinilno vrečo, da bi zmanjšali izhlapevanje Hg. Pripravili smo po 
4 korita za vsako vrsto rastline, in sicer dve kontrolni (C in C/Se) in 2 onesnaženi s Hg (H 
ter H/Se). Rastline smo dvakrat tedensko zalivali s polovično Hoaglandovo raztopino, in 
sicer 1 L na korito na teden. Rastline smo gojili 6 tednov pod zgoraj opisanimi 
kontroliranimi razmerami v rastnih komorah. Po 3 tednih smo pričeli s škropljenjem korit 
po zgoraj opisanem postopku, torej bodisi s 5 µM koncentracijo raztopine K2SeO4 (H/Se) 
bodisi z destilirano vodo (H). 
 
Po šestih tednih smo z izpostavitvami zaključili, rastline sprali pod tekočo in destilirano 
vodo in od tu naprej sledili postopku, opisanem v poglavju 3.1.1.1 (Slika 2), vendar brez 
priprave prečnih rezin. 
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Slika 2: Zasnova izvedbe poskusov gojenja rastlin na hidroponski raztopini ali v substratu.  
Figure 2: Experimental design of growing plants either hydroponically or on substrate. 
 
Lastnosti zemlje, uporabljene v poskusih so podane v Preglednici 2. V zemlji smo 
pomerili koncentracije Hg in kalcija (mg kg-1), pH, organsko snov (Page in sod., 1982), 
elektroprevodnost (angl. electrical conductivity, EC) ter poljsko zadrževalno kapaciteto 
tal (angl. water holding capacity, WHC). Ocenjeni prevladujoč tip tal, kjer je bila zemlja 
nabrana, je bil peščeno-ilovnata rendzina. 
 
Preglednica 2: Lastnosti zemlje, ki smo jo uporabili v rastnih poskusih z različnimi rastlinskimi vrstami. 
Pomerili smo: koncentracijo Hg (mg kg-1), pH, tip zemlje, odstotek organske snovi, poljsko zadrževalno 
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kapaciteto vode (WHC), eletroprevodnost zemlje (µS cm-1) in koncentracijo Ca v zemlji (mg kg-1). C – s 
Hg neonesnažena zemlja; H – s HgCl2 onesnažena zemlja; i – zemlja, nabrana v Idriji. 
Table 2: The properties of the potting substrate mix and soil used in the experiments with different plant 
species. EC-conductivity, WHC-water holding capacity. C - control; H - HgCl2 spiked soil; i - soil collected 
in Idrija. 
 
 C H i 
Hg [mg kg-1] < 0.001 99.0 ± 1.40 101.0 ± 2.00 
pH 5.6 ± 0.2 6.2 ± 0.2 6.0 ± 0.2 
tip zemlje Rendzina, peščeno-ilovnata Rendzina, peščeno-ilovnata  
organska snov % 10 ± 2 9 ± 0.4 
WHC % 54 ± 5 43 ± 4 
EC [µS cm-1] 240 ± 30 470 ± 50 
Ca [mg kg-1] 7879 ± 951 9915 ± 285 
 
 
3.1.2 Modelne glive in njihovo gojenje  
Za proučevanje dogajanja v okolju smo uporabili mlade in stare jesenske (B. edulis) in 
črne gobane (B. aereus) iz narave, ki so rastli v bukovih in hrastovih gozdovih na območju 
Idrije (s Hg onesnažena tla), Hotedršice (v okolici Idrije, a na s Hg neonesnaženih tleh) 
ter na območjih s Hg neonesnaženih tal Dragomerja (46°01'28,0"N, 14°22'19,7"E), Litije 
(46°03'50,0"N, 14°47'32,7"E), Črne na Koroškem (46°27'50,8"N, 14°50'30,6"E), Ilirske 
Bistrice (45°34'44,0"N, 14°16'18,9"E) in Pohorja (46°19'57,0"N, 13°58'37,6"E). 
Kozjenoge mesnatovce (S. pes caprae) smo nabrali v bukovem gozdu v okolici 
Dragomerja (46°01'28,0"N, 14°22'19,7"E). Nabrane glive smo sprali pod tekočo in 
destilirano vodo. Pri jesenskih gobanih smo ločili klobuke in bete, pri kozjenogih 
mesnatovcih smo analizirali celotno glivo. Za namene proučevanja učinkov obdelave gliv 
smo del sveže mase celotne glive (bet in klobuk pri jesenskem gobanu) razdelili na 3 dele. 
Prvega smo 10 minut kuhali v vreli 9 % ocetni kislini (VWR Chemicals, VB) (oznaka O), 
drugega smo 10 minut kuhali v vreli destilirani vodi (oznaka K), tretji je predstavljal 
primer posušene glive brez predhodne obdelave (oznaka L). Po kuhanju smo glive 
precedili in osušili. Glive iz vseh treh postopkov obdelave smo posebej zavili v 
aluminijaste folije, zamrznili v tekočem dušiku ter jih v liofilizerju (ScanVac, LaboGene, 
Danska) sušili 3 dni pri tlaku 0,001 mbar in temperaturi -95 °C. Posušene glive smo strli 
v terilnici s pomočjo tekočega dušika, pripravili tabletke in pomerili vsebnosti elementov 
z XRF ali ICP-MS za meritve Hg in Se. Del materiala smo uporabili za meritve analize 
vezavnih oblik Hg (XAS) (Slika 4).  
Za nadzorovano proučevanje vplivov Se na privzem in učinke Hg na izbrane glive v 
umetno onesnaženih gojiščih smo gojili glive v laboratorijih v različnih gojiščih, ki so 
predstavljeni pod točko 3.1.2.1. 
 
Za modelne glive v laboratorijskih poskusih smo uporabili tkivne kulture izbranih gliv, ki 
se uporabljajo v kulinariki, in sicer jesenskega gobana (B. edulis), črnega gobana (B. 
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aereus), bukarjevega ostrigarja (Pleurotus ostreatus) ter temno septiranega endofita 
(Cadophora sp.) pod oznako »DSE 148« (Kodre in sod., 2017) iz glivne banke Oddelka 
za biologijo Biotehniške fakultete. Uspešnost gojenja posamezne glive v spodaj opisanih 
in vitro razmerah je pogojevala nadaljnje raziskave fizioloških in biokemijskih vplivov ter 
preračun biodostopnosti Hg iz gojišča v glivo. 
 
3.1.2.1 Optimizacija razmer za gojenje gliv 
V splošnem smo glive gojili na spremenjenem Melin-Norkrans-Marx (MNM) gojišču 
(Marx, 1969), ki smo mu namesto predpisane količine agarja in sladnega izvlečka (malt 
extract) dodali 20 g L-1 krompirjevega dekstroznega agarja (PDA) (BioLife, Italija) in 
antibiotik kloramfenikol (50 mg L-1) (Sigma-Aldrich, ZDA). Gojišča so bila pripravljena 
v dveh agregatnih stanjih, v tekočem ali trdnem stanju. Za potrebe gojenja gobanov (črnih 
in jesenskih) smo v gojišča dodali 5 µM Zn v obliki ZnSO4 x 7H2O (Merck, Nemčija). 
Gojišča smo pred razlitjem v kozarčke ali na plošče avtoklavirali pri 121 °C.  
 
Na ohlajena gojišča smo v sterilnih pogojih nacepili glive. Iz zalog glivne banke ali iz 
sterilnega tkiva (med trosiščem in klobukom) gob iz narave smo s plutovrtom odrezali 
enako velike kolute micelija (premer 10 mm) ter jih z ezo precepili na gojišča. Plošče in 
stekleničke s pripravljeno kulturo smo neprodušno zaprli bodisi s parafilmom bodisi s 
celuloznimi zamaški. 
 
3.1.2.1.1 Tekoče gojišče 
Kot je navedeno zgoraj, smo v poskusih proučevanja rasti in privzema Hg v glive kot eno 
izmed možnosti uporabili tekoče gojišče, osnovano na MNM, a brez agarja ali PDA, in 
sicer po 100 ml gojišča na stekleničko (Slika 3a, b). Za proučevanje rasti smo uporabili 
glivi ostrigar (P. ostreatus) in temno-septiranega endofita DSE 148 (Cadophora sp.). Za 
izpostavitve smo uporabili naslednje koncentracije Hg: 0, 10, 50 in 100 µM Hg iz HgCl2. 
Vsaka koncentracija Hg je bila pripravljena v 2 različnih paralelkah, ena brez in druga z 
2 µM Se v obliki K2SeO4 (Slika 4). 
 
Glive v gojiščih so se v temi in pri temperaturi 20 °C in vlažnosti 50-55 % stresale 4 tedne 
na krožnem stresalniku RVI-403 (Tehntnica, Železniki) pri 150 obratih min-1. Po končani 
izpostavitvi smo suspenzije z glivami precedili (Slika 3c), sprali pod tekočo ter ultra-čisto 
vodo, osušili ter stehtali. Za namene proučevanja učinkov obdelave gliv smo sveže mase 
razdelili na 3 dele ter nato sledili postopku, opisanem pod točko 3.1.2. Posušene glive smo 
stehtali, strli v terilnici s pomočjo tekočega dušika, pripravili tabletke in pomerili 
vsebnosti elementov z XRF. 
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Slika 3: Gojenje a) ostrigarjev in b) temno septiranih endofitov DSE 148 v tekočih gojiščih, pri različnih 
koncentracijah Hg, brez ali z dodatkov Se. c) Precejanje medijev z glivami po končanem poskusu. 
Figure 3: Growth of a) P. ostreatus and b) dark septate endophytes DSE 148 in liquid medium at different 
Hg concentrations, without or with added Se. c) Separation of fungi and medium after the end of the 
exposure experiments. 
 
3.1.2.1.2 Trdno gojišče 
Trdna gojišča smo pripravili po postopku opisanem zgoraj (točka 3.1.2.1), ki smo jim 
dodali Hg v obliki HgCl2 ali HgS pri končnih koncentracijah 0, 2, 10 in 100 µM Hg. Vsaka 
izpostavitev je bila pripravljena v dveh paralelkah, ena brez in druga z dodanim 2 µM Se 
v obliki K2SeO4. Z namenom primerjave laboratorijskih odzivov in stanja v okolju (Idrija) 
smo na strjena gojišča ob ognju nacepili kolute micelijev jesenskega (B. edulis) in črnega 
(B. aereus) gobana ter jih v temnem prostoru gojili na temperaturi 20 °C in vlažnosti 50-
55 %.  
 
Po 6 mesecih smo glive poslikali, nato pa s skalpelom ločili od gojišča, jih sprali pod 
tekočo in destilirano vodo in osušili. Del gliv iz gojišč z 10 µM Hg smo uporabilli za 
namene proučevanja postopkov obdelave gliv, opisanih pod točko 3.1.2. Posušen material 
smo uprašili, pripravili tablete in pomerili koncentracije elementov na XRF ali ICP-MS 
(zlatotopka) za Hg in Se. Del materiala smo uporabili za meritve analize vezavnih oblik 
Hg (XAS) (Slika 4). 
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Slika 4: Zasnova poskusov pri raziskavah z glivami, ki so bile gojene v gojiščih ali nabrane v naravi. 
Figure 4: Experimental design of growing fungi under different conditions or hunting them from the nature.  
 
3.1.3  Gojenje in vzdrževanje modelnih živali 
Proučevanje prenosa Hg iz prvega trofičnega nivoja prehranske verige (rastline in glive) 
na naslednji trofični nivo je potekalo z modelnimi živalmi, polži lazarji (Arion vulgaris) 
iz družine Arionidae, Gastropoda. Ker sestava hrane (makro- in mikrohranila ter vitamini 
in minerali) in njena prebavljivost vplivata na rast in fiziologijo polžev, uniformna in 
optimalna dieta zanje pa še ne obstaja (Allah in sod., 2003; Laznik in sod., 2010; Ortega 
Kavčič A. Vpliv selena na privzem, vezavne oblike in biodostopnost živega srebra v izbranih rastlinah in glivah.  
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
24  
in Txurruka, 2014; Schamphelaere in sod., 2008), smo najprej optimizirali prehransko 
mešanico za hranjenje polžev, ki je opisana spodaj. 
3.1.3.1 Optimizacija prehranske mešanice za hranjenje polžev 
Prehranska mešanica (angl. nutritional mixture, NM) je bila zasnovana z namenom 
vzdrževanja populacije polžev lazarjev v laboratoriju in s tem zadostne oskrbe polžev s 
hranili, potrebnimi za njihovo rast in razvoj. Sestava NM, ki smo jo uporabili v poskusu, 
je bila pripravljena na podlagi nekaterih priporočil vzrediteljev polžev hiškarjev in 
nekaterih dognanj raziskovalcev po svetu, posnema pa predvsem prehrano iz narave 
(Preglednica 3). 
 
Sestava NM (Preglednica 3) s pripadajočimi odstotki skupne mase je sledeča: koruzna 
moka (Mlinotest) 37,2 %, sojini kosmiči (Natura, Žito) 22,3 %, sončnična semena 
(Biotop, Mediacore) 2,8 %, posušeno korenje (Merkator, Slovenija) 11,6 %, posušena 
solata (Merkator, Slovenija) 11,6%, komercialna hrana za zlate ribice Goldy (Sera) 2,8%, 
CaCO3 iz krede 4,7%, Ca3(PO4)2 (Merck, Nemčija) 4,7% in NaCl (Merck, Nemčija) 2,3%. 
Vse sestavine smo zmleli v terilnici do velikosti delcev, manjše od 2 mm zaradi povečanja 
izkoristka prebave (Omole in sod., 2004).  
 
Preglednica 3: Prehranska vrednost pripravljene prehranske mešanice na 100 g NM s preračunom 
reprezentativne kalorične vrednosti glede na skupne kalorije (v oklepaju). 
Table 3: Nutritional facts of prepared nutritional mixture for slugs, calculated to 100 g of NM in percent of 
total calories (brackets). 
 
Hranilo Enota Količina hranila na 100 g NM (% kcal) 
kalorije (kcal) kcal 254 
skupne maščobe g 2.54 (8.8) 
skupni oglikovi hidrati g 42.31 (59.3) 
skupne beljakovine g 16.85 (26.0) 
kalcij mg 1.86 (4.0) 
fosfor mg 0.45 (0.97) 
natrij mg 0.43 (0.92) 
 
3.1.3.2 Priprava tablet za hranjenje in izvedba poskusov 
Iz posušenega in uprašenega rastlinskega ali glivnega materiala smo pripravili tablete za 
hranjenje polžev. Vsak rastlinski (mešanica korenin in poganjkov v masnem razmerju 1:1) 
ali glivni material smo zmešali s pripravljenim NM v masnem razmerju 1:1. Iz 
pripravljene mešanice smo pripravili različno težke tabletke tako, da smo zadostili 
minimalnim zahtevam po hranilih, ki znašajo 150 mg hrane na enega polža na dan, kar 
smo ugotovili empirično iz preliminarnih poskusov. Preliminarni poskusi so bili 
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zasnovani na ugotovitvah Dan in sod. (1982), da 100 mg hrane na dan na enega polža 
povzroči upad telesne mase polža in poskusov. 
 
Poskuse hranjenja smo izvajali v rastnih komorah v razmerah, opisanih pod točko 3.1.1. 
Polže smo nabrali v okolici Biotehniške fakultete. Približno enako velike polže smo sprali 
pod tekočo vodo ter jih pustili 24 ur v terariju, da so se iztrebili. Po 24 urah smo jih sprali 
pod tekočo vodo, osužili in stehtali. Polže smo zaprli v lončke, katerih dno je bilo 
zapolnjeno z mešanico mavca in aktivnega oglja (20:1, w/w) in pokrito s filter papirjem 
MN617 (Macherey-Nagel, Nemčija) z namenom zagotavljanja 80-100 % vlažnosti v 
posodi. Tekom 14-dnevnega hranjenja so dnevno prejemali tabletke hrane, položene na 
petrijevke, da bi ostale suhe. Sproti smo beležili količino pojedene hrane. Vsak dan smo 
pobrali iztrebke in posodice očistili pod tekočo vodo in zamenjali filter papir. Po zadnji 
prejeti tableti smo polže pustili 24 ur, da so se iztrebili. Nato smo jih stehtali in žrtvovali. 
Živim polžem smo s skalpelom in pinceto ločili notranje organe od mišice, nato pa izolirali 
še prebavno žlezo (hepatopankreas, HP). Odvzeli smo del svežega materiala za anlize 
lipidne peroksidacije. Vsak organ smo stehtali (sveža masa), zamrznili v tekočem dušiku 
in liofilizirali 2 dni pri zgoraj omenjenih razmerah (točka 3.1.1). Suhe organe smo stehtali, 
uprašili, stisnili tabletke in jih uporabili za nadaljnje analize – meritve koncentracij 
elementov v organih (ICP-MS (zlatotopka)) in analize vezavnih oblik Hg v HP (XAS) 
(Slika 5). 
 
3.2 RAST IN FIZIOLOŠKI ODZIV 
 
3.2.1 Rast rastlin kot indikator strupenosti medija 
Pri poskusih z rastlinami smo spremljali končno višino poganjkov, ki smo jo dodatno 
ovrednotili z meritvami sveže in suhe mase tako poganjkov kot korenin. Iz pridobljenih 
podatkov smo izračunali tudi relativno vsebnost vode v posameznem organu, ki je prav 
tako indikator stanja rastline. 
 
3.2.2 Površina razraščanja gliv kot indikator strupenosti medija 
Glede na to, da so raziskave na užitnih gobanih nedodelane, nas je najprej zanimalo, 
kakšen je vpliv dodanega Se v odvisnosti od same vrste Hg v trdnem gojišču (HgS ali 
HgCl2) na razraščanje jesenskega (B. edulis) in črnega gobana (B. aereus). Zaradi izredno 
majhne produkcije biomase gliv na trdnih gojiščih smo kot bioindikator potencialne 
strupenosti Hg v okolju uporabili površino micelija (mm2). Po 6 mesecih smo tako glive 
poslikali in v programu Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/) ocenili njihovo površino 
razrasti. Postopek gojenja je opisan pod točko 3.1.2.1.2.  
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3.2.3 Vedenje polžev kot indikator strupenosti hrane 
Poskuse s polži smo zasnovali in nadgradili na podlagi ustaljenih protokolov s 
spremljanjem določenih vedenjskih vzorcev pri nekaterih nevretenčarjih, uporabljenih kot 
bioindikatorji proučevanja strupenosti kovin (Drobne in Drobne, 2014; Farkas in 
Elisabeth, 1996; Hopkin, 1989; Zidar et al., 2016). Spremljali smo torej več vedenjskih 
vzorcev polžev v laboratorijskih poskusih, kjer smo polžem ponudili različno hrano 
(kontrolno ali s Hg onesnaženo) in spremljali naslednje vzorce: prehranjevalno vedenje 
(FR), uspešnost asimilacije hrane, iztrebljanje, stopnjo rasti (GR) in smrtnost (Slika 5).  
 
Prehranjevalno vedenje smo ovrednotili kot količino zaužite hrane na maso polža na dan 
(mg hrane/g mase polža/dan), uspešnost asimilacije hrane kot razliko med deležem zaužite 
hrane in iztrebki, stopnjo rasti pa kot razliko med deležem prirastka mase glede na začetno 
maso (BM) polža na dan, izraženo v odstotkih (% BM polža dan-1). 
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Slika 5: Zasnova poskusov pri raziskavah z glivami, ki so bile gojene v gojiščih ali nabrane v naravi. 
Figure 5: Experimental design of growing fungi under different conditions or hunting them from the nature.  
 
3.3 BIOKEMIJSKE METODE 
 
3.3.1 Določanje vsebnosti karotenoidov in klorofilov v rastlinah  
Iz 30 mg suhih in strtih poganjkov smo s 5 ml 80 % acetona ekstrahirali pigmente. Vzorce 
smo premešali na vorteksu in jih čez noč shranili v temi pri 4 °C. Naslednji dan smo vzorce 
ponovno premešali in jih 3 minute centrifugirali na 2500 obratih pri sobni temperaturi 21 
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°C. Nato smo s spektrofotometrom 8452A (HP-Hewlett Packard, ZDA) izmerili 
absorbance pri valovnih dolžinah 470 nm, 647 nm in 664 nm (Monni in sod., 2001). Iz 
dobljenih absorbanc smo preračunali koncentracije pigmentov v μmol l-1 po enačbi (1) za 
klorofil a in (2) za klorofil b. Pretvorbo v enote mg g-1 smo naredili po enačbi (3) (Graan 
in Ort, 1984). Skupne klorofile smo izračunali po enačbi (4) s seštevkom rezultatov za chl 
a in chl b, ki smo jih dobili po enačbi (3). 
 
kl a (µmol L-1) = (13,19 × A664) − (2,57 × A647)    … (1) 
 
kl b (µmol L-1) = (22,10 × A647) − (2,24 × A664)    … (2) 
 
X (mg g-1 DW) = 
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑝𝑖𝑔𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎 (µmol/L)∗𝑉 (𝑚L)
𝑚 (𝑔)∗1000
    ... (3) 
 
skupni klorofili klab (mg g
-1 DW) = Xkl a + Xkl b       ... (4) 
 
 
3.3.2  Lipidna peroksidacija 
Količino malondialdehida (MDA), indikatorja za stopnjo peroksidacije lipidov celičnih 
membran, smo določili v svežih micelijih, rastlinah in polžih s TBA spektrofotometrično 
metodo (Hodges in sod., 1999). Metoda temelji na kislinski razgradnji lipidnih 
hidroperoksidov v malondialdehid (MDA), ki nato reagira s tiobarbiturno kislino tako, da 
nastane rdeč produkt. Na kratko, 0,08 g svežega materiala smo homogenizirali in 
ekstrahirali z 2 ml 80 % EtOH in centrifugirali. Supernatant smo razdelili na dva 800 μl 
podvzorca in prvemu dodali 800 μl 20 % trikloroocetne kisline (VWR Chemicals, VB) z 
0,01 % butilhidroksitoluena (Sigma- Aldrich, ZDA), medtem ko smo drugemu dodali 800 
μl 20 % trikloroocetne kisline z 0,01 % butilhidroksitoluena in 0,65 % tiobarbiturne 
kisline (Merck, Nemčija). Vzorce smo segrevali v pečici 30 min na 95 °C, nato smo jih 
prestavili na led. Ko so se raztopine ohladile, smo jih centrifugirali. Bistrim vzorcem smo 
nato izmerili absorbanco pri 440, 532 in 600 nm z uporabo spektrofotometra 8452A (HP-
Hewlett Packard, ZDA). Izračuni so bili narejeni po enačbah (5), (6), (7) in (8), in sicer: 
 
A = [(A563+TBA)-(A600+TBA)- ((A532-TBA)-(A600-TBA)) ]    … (5) 
 
B = [((A440+TBA)-(A600+TBA))×0,0571]     … (6) 
 
MDA ekvivalent (nmol ml-1) = (
𝐴−𝐵
157000
) * 106    … (7) 
 
MDA ekvivalent (nmol g-1) = (
𝑒𝑛𝑎č𝑏𝑎 (6)∗𝑉 (𝑚𝐿)
𝑚 𝑧𝑎 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑐𝑖𝑗𝑜 (𝑔)
)    … (8) 
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3.4 FIZIKALNE METODE ZA PREUČEVANJE VSEBNOSTI IN 
PORAZDELITVE ELEMENTOV 
 
3.4.1 Rentgenska fluorescenčna spektrometrija: meritve elementne sestave 
korenin in poganjkov rastlin ter glivnih micelijev ter hepatopankreasov in 
mišic polžev 
Iz uprašenega materiala korenin, poganjkov, micelijev, polžjih HP in M smo s pomočjo 
ročne preše vzorce stisnili v tablete. Vsebnost elementov v vsaki tableti smo določili z 
XRF. Uporabili smo prenosni rentgenski fluorescenčni spektrometer Peduzo P02 (Institut 
"Jožef Stefan") z Rh rentgensko cevjo in silicijevim detektorjem s prečnim zbiranjem 
naboja (angl. Silicon Drift Detector, SDD) (Amptek). Uporabljen žarek je bil premera 5 
mm in energijska ločljivost 140 eV pri 5,6 keV. Kvantitativno analizo smo opravili s 
programskim paketom za kvantitativno analizo razvitim v programskem okolju Lab View 
(Kump in sod., 2011). Rezultate smo potrdili s pomočjo certificiranega referenčnega 
materiala NIST SRM 1573a (homogeniziran prah listov paradižnika) (Nečemer in sod., 
2008). Napaka meritve koncentracije elementov je bila med 5 do 10% končne 
koncentracije (µg g-1). Ker je meja detekcije za pri meritvi koncentracije Hg v vzorcu z 
XRF 50 µg g-1, za meritve koncentracije Se pa 10 µg g-1, smo merive teh dveh elementov 
opravili z ICP-MS.  
 
3.4.2 Rentgenska fluorescenčna spektrometrija: mapiranje porazdelitve 
elementov na prečnih prerezih tkiv 
Končne prečne prereze rastlin, ki so bile 4 tedne izpostavljenje različnim kombinacijam 
Hg in Se (selenit ali selenat) (glej točko 3.1.1.1), smo pripravili tako, da smo organe 
(korenine, stebla in liste) sprali pod tekočo vodovodno vodo, nato pa še z destilirano vodo. 
Rastline smo osušili in organe ločili s sklapelom. Narezane koščke korenin, stebel in listov 
z osrednjo žilo smo vpeli v aluminijaste cevke z zmrzovalnim vklopnim medijem Jung 
tissue freezing medium (Leica, Nemčija), jih hitro zamrznili v tekočem propanu pri 
temperaturi tališča -187,7 °C ter jih po 10 sekundah prestavili v tekoči dušik s temperaturo 
tališča -196 °C. Tako pripravljene nosilce smo vpeli v rotacijski mikrotom CM 3050 
(Leica, Nemčija) s temperaturo komore -35 °C in temperaturo glave, kamor je bil vpet 
nosilec, -30 °C. Z novim jeklenim nožem (Leica, Nemčija) smo vzorce narezali 20 µm 
debele rezine. Posamezne nepoškodovane rezine smo odlagali med 2 plasti ultratankega 
filter papirja MN13 (Macherey-Nagel, Nemčija), tako pripravljene »sendviče« pa v 
posebne očiščene in ohlajene kovinske lončke, ki smo jih pokrili z ohlajenim kovinskim 
pokrovčkom. Pripravljene lončke smo zalite s tekočim dušikom prenesli v liofilizer 
(Alpha 2-4, Christ), kjer smo jih liofilizirali 2 dni pri temperaturi -30 °C in tlaku 0,001 
mbar. Natančnejši postopek je opisan v Vogel-Mikuš in sod. (2009 in 2015). Ko so bili 
vzorci suhi, smo jih prenesli na obojestranski ogljikov lepilni trak (Oxford Instruments, 
Kavčič A. Vpliv selena na privzem, vezavne oblike in biodostopnost živega srebra v izbranih rastlinah in glivah.  
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
30  
UK) ter poslikali pod fluorescentnim in presevnim svetlobnim mikroskopom Axioimager 
(Zeiss, Nemčija). Mape elementov prečnih prerezov vzorcev smo pomerili z M4 Tornado 
konfokalnim XRF (Bruker, ZDA) pod naslednjimi pogoji: premer mikrožarka 20 µm in 
čas analize podatkov ene točke 9-12 sekund. Pridobljene mape smo kvantificirali v 
programu PyMCA software (European Synchrotron Radiation Facility, Grenoble, 
Francija) različice 5.1.1, v paketu RGB Correlator po postopku, opisanem v Panighello in 
sod. (2016). 
 
3.4.3 Analiza koncentracij elementov z masno spektrometrijo z induktivno 
sklopljeno plazmo (ICP-MS) 
Meritve koncentracij elementov Hg in Se v rastlinskih, glivnih in polžjih tkivih so bile 
opravljene z ICP-MS (model 7900, Agilent Technologies, ZDA). Napaka meritve za 
koncentracije Hg in Se je bila 10 %. Meja detekcije za meritve koncentracije Hg je bila 
0,01 µg kg-1, meja detekcije za meritve koncentracije Se pa 0,3 µg kg-1. 
 
Vzorce za meritve smo pripravili po protokolu, ki je podrobneje opisan v Debeljak in sod. 
(2015, 2018). Na kratko, 100 mg uprašenega materiala smo v mikrovalovni pečici 
MarsExpress po programu »solata« (CEM Corporation, ZDA) razklopili v 3 ml 65 % 
HNO3 (Sigma-Aldrich, ZDA). Razklop po programu je potekal 30 minut s segrevanjem 
na 180 °C, 30 minutnom razklopom in 30 minutnim ohlajanjem do 45 °C. Teflonske 
posodice z razklopljenim materialom smo čez noč ohladili, prelili v centrifugirke in redčili 
z ultra-čisto vodo do 5 ml. Za vsak vzorec smo iz 5 ml pripravljene raztopine odvzeli po 
1 ml, dodali 50 µl internega standarda (IS) (Ga, Ge, Y, Sc, 1000 mg kg-1) (Merck, 
Nemčija), 750 µl 65 % HNO3 (Sigma-Aldrich, ZDA) ter za meritve Hg še 250 µl 99 % 
HCl (Sigma-Aldrich, ZDA) ter redčili z ultra-čisto vodo do 10 ml. Po istem postopku smo 
pripravili tudi standarde za kalibracijo za Se in Hg, in sicer iz standardnih raztopin (1000 
mg kg-1) (Merck, Nemčija), v koncentracijah 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 
50 ter 100 mg kg-1.  
 
3.4.4 Rentgenska absorpcijska spektroskopija: vezavne oblike Hg 
 
3.4.4.1 Priprava vzorcev in meritve 
Analizo speciacije in vezavnih oblik Hg smo opravili na rastlinskih, glivnih in polžjih 
vzorcih, ki so bili izpostavljeni različnim oblikam in načinom Hg, v kombinaciji brez ali 
z dodatkom Se, z uporabo absorpcijske rentgenske spektroskopije (XAS). Iz 
liofiliziranega materiala vzorcev smo stisnili tablete, le-te pa v času meritev pritrdili na 
nosilce za meritve absorpcije rentgenskih žarkov na Hg L3-robu. Meritve smo opravili v 
presevnem načinu (transmisija) ali v načinu fluorescence, kjer so bile koncentracije Hg 
nizke. Meritve smo opravili na več sinhrotronih, in sicer na žarkovnih linijah BM23 in 
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BM08 na ESRF (The European Synchrotron Radiation Facility, Grenoble, Francija), na 
žarkovni liniji XRF na Elletri (Trst, Italija) na žarkovni liniji BL22-CLAES na ALBI 
(Barcelona, Španija) ter na žarkovni liniji P64 v hali PETRA III na DESY (Deutsches 
Elektronen-Synchrotron, Hamburg, Nemčija).  
 
Žarkovna linija BM23, kjer smo opravili speciacijo glivnega in dela polžjega materiala v 
presevnem načinu, je bila opremljena s Si 311 dvo-kristalnim monokromatorjem z 
energijsko ločljivostjo okoli 2 eV na Hg absorpcijskem robu L3 (12,28 keV). Intenzivnost 
monokromatiziranega žarka smo spremljali s 7-členskim Ge detektorjem, pred katerega 
smo postavili filter iz arzena z namenom zmanjšanja signala sipanja elektronov in tako 
izboljšanja razmerja med signalom in šumom. Ionizacijske komore smo napolnili z 
argonom (220 mbar, 754 mbar, and 1600 mbar) ter helijem do končnega tlaka 2 bar. 
 
Vzorce smo postavili med prvim parom ionizacijskih celic, z referenčno volframovo 
kovinsko folijo (W L1-rob: 12,098 keV) med zadnjim parom z namenom preverjanja 
stabilnosti energijske kalibracije. Absorpcijske spektre smo izmerili v intervalu [-250 eV 
in 1000 eV] glede na Hg absorpcijski rob L3. V energijskem območju XANES smo spektre 
merili z enakimi energijskimi koraki 0,3 eV, medtem ko smo v energijskem območju 
EXAFS uporabili enakomerne korake v prostoru valovnega vektorja fotoelektrona k 
(Δk≈0,03 A-1), s časom 1 s na korak.  
 
Žarkovna linija XRF, kjer smo opravili meritve vezavnih oblik Hg na večini rastlinskega 
materiala v načinu fluorescence, smo pomerili v načinu opisanem drugje (Karydas in sod., 
2018). Intenzivnost signala fluorescence smo spremljali s Silicon drift detektorjem (SDD) 
(Bruker Nano GmbH, Xflash 5030). Energijska kalibracija je bila opravljena preko 
meritev referenčnega spektra HgS, ki smo ga predhodno pomerili tudi na žarkovni liniji 
BM30, ter energijsko kalibriran s pomočjo volframovega absorpcijskega roba L1 (12,098 
keV). 
 
Referenčne vzorce (HgS, HgSe, Hg-fosfat, in organske komponente: Hg-histidin, Hg-
cistein, Hg-celuloza kot referenčni standardi za okolja z N-, S- in O-ligandi) smo pripravili 
v obliki homogenih tabletk z optimalno absorpcijsko debelino okoli 2 nad Hg 
absorpcijskim robom L3. XANES in EXAFS spektre smo analizirali z IFEFFIT 
programskim paketom (Ravel in Newville, 2005), kot je podrobneje opisano v Vogel-
Mikuš in sod. (2010). 
 
Del meritev na gobjih in referenčnih vzorcih smo opravili tudi na žarkovni liniji P64 v 
Hamburgu. Za monokromatizacijo vpadnega žarka smo uporabili dvojni silicijev Braggov 
monokromator Si (111). Višje harmonske komponente iz monokromatorja smo izločili z 
ravnim zrcalom prekritim s tanko plastjo rodija. Intenziteto vpadnega in prepuščenega 
žarka smo merili z dvema ionizacijskima celicama. Prva ionizacijska celica (dolžine 5 cm) 
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je bila napolnjena s mešanico kriptona (200 mbar) in N2 (800 mbar), druga pa samo s 
kriptonom, do končnega tlaka 1 bar. Vzorce smo postavili med oba ionizacijska 
detektorja. Absorpcijske spektre v okolici Hg roba L3 gobjih vzorcev z nižjimi 
koncentracijami Hg smo merili v fluorescenčni tehniki s PIPS detektorjem. Elastično 
sipano svetlobo smo odstranili s 3 mikronskim galijevim filtrom. Absorpcijski spektri so 
bili pomerjeni v intervalu [-150 eV in 1000 eV] glede na Hg rob L3. V energijskem 
območju EXAFS smo spektre merili z enakomernimi energijskimi koraki 0,5 eV. Čas 
meritve enega spektra je bil 300 s. Vsak absorpcijski spekter smo pomerili tri- do petkrat 
z namenom izboljšanja razmerja med signalom in šumom. 
 
3.4.4.2 Analiza bližnje strukture rentgenskih absorpcijskih robov  
Analiza bližnje strukture rentgenskih absorpcijskih robov (XANES) spektrov izmerjenih 
na Hg robu L3 je bila izvedena s programom IFEFFIT (paket ATHENA). Relativni deleži 
referenčnih komponent v absorpcijskih spektrih so bili opravljeni po standardnih 
postopkih na normaliziranih spektrih (Ravel in Newille, 2005; Kodre in sod., 2017). 
Vsako lokalno okolje Hg kationov, vezanih na različne organske ali anorganske ligande 
povzroči za to vezavo značilen profil roba (Kodre in sod. 2017). Za Hg v glivah se 
predvideva, da se lahko vežejo na različne ligande v različnih deležih, kar privede do 
nastanka sestavljenih profilov (Kodre in sod., 2017), ki so linearna kombinacija profilov 
posameznih vezav v razmerju relativnih deležev teh vezav v vzorcu. V rastlinskih, glivnih 
in živalskih tkivih smo pričakovali mešanico različnih Hg komponent, kar pomeni, da je 
posamezen spekter XANES kombinacija več karakterističnih profilov. Kombinacijo 
profilov iz posameznih ligandov smo razvozlali z analizo glavnih komponent (Principal 
Component Analysis, PCA). Iz PCA analize serije spektrov smo izvedeli, koliko različnih 
komponent je bilo potrebnih za opis vseh spektrov v seriji. S tem smo si pomagali pri 
izbiri nabora neodvisnih komponent v posameznem spektru vzorca. V našem primeru so 
bile neodvisne komponente najbolj verjetni Hg-ligandi. Delež posameznih referenčnih 
spektrov v spektru posameznega vzorca smo določili z metodo linearne kombinacije 
referenčnih spektrov (LCF analiza), pri kateri smo poiskali kombinacijo referenčnih 
spektrov, ki je najbolje opisala spekter vzorca (Kodre in sod., 2017). Pomembno je 
poudariti, da se relativni deleži referenčnih Hg komponent ne smejo razložiti kot odstotki 
vezave Hg na recimo cistein ali histidin, ampak samo ponazarjajo odstotke S- in N-
ligandov na podobnih razdaljah in s podobnim okoljem, kot jih najdemo v teh referenčnih 
spojinah.  
 
3.4.4.3 Analiza podaljšane fine strukture rentgenskih absorpcijskih robov 
 
Z analizo podaljšane fine strukture rentgenskih absorpcijskih robov (EXAFS) smo 
raziskali strukturo lokalne okolice Hg kationov v vzorcih. Model EXAFS so sestavljale 4 
komponente iz štirih različnih Hg komponent, v katerih je Hg vezan na različne ligande. 
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Te komponente so bile: di-tiolna Hg komponenta (Hg(-S-R)2), tetra-tiolna Hg komponenta 
(Hg(-S-R)4), di-selenol (HgSe) ter di-amino Hg komponenta (Hg(-N-R)2). Prosti parametri 
so bili relativni delež posamezne komponente (skupna vsota 1) in majhni popravki za 
razdalje (R) sosedov od centralnega atoma Hg. Širina porazdelitve razdalj σ2 (Debye-
Waller faktor) do sosednjih atomov in skupni amplitudni faktor S0
2 so bili ali fiksirani ali 
omejeni. 
 
3.5 FAKTORJI OCENJEVANJA STOPNJE KOPIČENJA KOVIN V 
ORGANIZMIH 
Za ovrednotenje stopnje kopičenja kovin v organizih smo uporabili bioakumulacijski 
faktor (BAF), ki se najpogosteje uporablja pri ovredotenju stanja okolja. 
Bioakumulacijski fakor upošteva razmerje koncentracije onesnažila v organizmu glede na 
koncentracijo onesnažila v okolju (Enačba 9). Takšen način pride v poštev pri hitrih 
monitoringih v naravi, torej pri ovrednotenu stanja v okoljih, katerih vsebnosti na določeni 
prostornini ne moremo oceniti bodisi zaradi razsežnosti ekosistema bodisi zaradi njegove 
kompleksnosti. Ker ne odrazijo dejanske absorpcije onesnažila in ne upoštevajo 
fizioloških lastnosti organizma, so le okvirni indikator. Prav zaradi omenjenih slabosti se, 
če le lahko, raje poslužujemo biodostopnosti (BA), ki v izračunih upošteva dejansko 
vsebnost onesnažila v organizmu ali tkivu glede na nek prostor ali okolje (Enačba 10). 
Ovrednotenje ocene je lahko še bolj natančno, saj je kopičenje onesnažila v organizmu 
dolgotrajnejši proces, ki je odvisen od več spremenljivk – od npr. biodostopnosti in stanja 
organizma, ter hitrosti kopičenja onesnažila. Zato lahko kopičenje kovin, v našem primeru 
kopičenje Hg v polžjem HP, ocenimo z izračunom akumulacijske kinetike. Pri polžih na 
primer, je kinetika kopičenja kovin takšna, da se HP ob uživanju onesnažene hrane 
najkasneje po 14 dneh (14 dni ± 1 dan) od začetka prehranjevanja zasiči s kovino, proces 
kopičenja pa poteka eksponentno (Gimbert in sod., 2006). Tako bi recimo ocena stanja 
organizma po 7 dneh prikazala povsem drugačno stanje stopnje kopičenja kovine kot po 
14 dneh. Lahko pa seveda privzamemo, da je po 14 dneh stanje v organizmu končno in 
takrat uporabimo izračun BA, katerega ocena napake je lahko do 7%, če upoštevamo 
napako dosežene končne koncentracije elementa v hepatopankreasu za 1 dan. 
 
BAF (%) = (








) ×100   … (9) 
 
BA (%) = (
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 𝐻𝑔 𝑣 𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑢 [𝑚𝑔]
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 𝐻𝑔 𝑣 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑢 𝑎𝑙𝑖 ℎ𝑟𝑎𝑛𝑖 [𝑚𝑔]
) ×100            … (10) 
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3.6 STATISTIKA 
Za analizo parametričnih podatkov smo uporabili analizo variance (ANOVA) s 
spremljajočim Duncanovim post-hoc testom ali Studentovim t-testom. Podobnost med 
proučevanimi skupinami smo zavrnili, če je bila stopnja statistične značilnosti (p) manjša 
od 0,05. Za testiranje statistično pomembnega vpliva različnih dejavnikov in njihovih 
interakcij smo uporabili faktorsko ANOVO. Enosmerno, in faktorsko ANOVO ter 
Studentov t-test smo izvedli s pomočjo programske opreme Statistica (Statsoft 8) 
(StatSoft, ZDA). 
 
Pri rastlinah smo primerjali, kako dodatek Se vpliva na posamezne fiziološke parametre 
ter na privzem in biodostopnost (BAF) Hg iz hidroponske hranilne raztopine ali iz 
substrata za posamezno rastlinsko vrsto. Proučevani fiziološki parametri so bili višina 
poganjkov, sveža in suha masa poganjkov in korenin ter vsebnost vode v njih, 
koncentracija klorofilov in MDA ter koncentracije posameznih elementov v poganjkih in 
koreninah. S faktorsko ANOVO smo ovrednotili, kateri od dejavnikov (vrsta rastline, 
dodatek Se in kombinacija) so vplivali na omenjene fiziološke parametre, privzem Hg in 
BAF za Hg v rastline.  
 
Pri umetno gojenih glivah smo primerjali površino razraslega micelija po agarni plošči, 
privzem Hg in BAF za Hg glede na prisotnost ali odsotnost Se v gojišču. Vpliv dejavnikov 
(zvrsti Hg (HgCl2 ali HgS), dodatek Se in kombinacija) na omenjene parametre jesenskih 
in črnih gobanov, ki so bili gojeni na agarnih ploščah z različnimi zvrstmi Hg, brez ali ob 
dodanem Se, smo ovrednotili s faktorsko ANOVO. Pri bukovih ostrigarjih in DSE 148, 
gojenih na tekočih gojiščih, smo z enosmerno ANOVO proučili vpliv dodatka Se na svežo 
maso micelija, na privzem Hg in BAF za Hg v micelij. Nato smo vpliv dejavnikov (vrsta 
glive, koncentracija Hg v gojišču, dodatek Se v gojišče in vse kombinacije teh treh 
dejavnikov) na svežo maso še dodatno razdelali s faktorsko ANOVO.  
 
Glive iz narave so bile obdelane z različnimi postopki obdelave (bodisi s kuhanjem v 
destilirani vodi ali ocetni kislini bodisi samo s sušenjem sveže gobe). Primerjali smo 
privzem Hg in BAF Hg za micelije med posameznimi obdelavami gliv (faktorska 
ANOVA). Pri tistih glivah, ki so bile vzgojene na umetno onesnaženih gojiščih brez ali 
ob prisotnosti Se, pa smo poleg vpliva posameznega postopka obdelave glive na omenjene 
parametre proučili še vpliv prisotnosti Se znotraj posameznega postopka obdelave glive 
(enosmerna ANOVA). S faktorsko ANOVO smo vplive različnih dejavnikov (speciacija 
Hg, postopek obdelave glive, dodatek Se in vse kombinacije teh treh dejavnikov) na 
naštete parametre proučili pri glivah iz umetno onesnaženih gojišč.  
 
Polže smo hranili z rastlinsko ali glivno hrano in po koncu poskusov pridobili različne 
vedenjske (stopnja prehranjevanja in stopnja rasti) in fiziološke lastnosti polžev (suha in 
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sveža masa hepatopankreasa in mišic, vsebnost vode v njih, koncentracije posameznih 
elementov v hepatopankreasu in mišicah) ter podatke o privzemu Hg in biodostopnosti 
(BA) Hg iz hrane za hepatopankreas ali mišico polža. Z enosmerno ANOVO smo proučili 
učinke dodanega Se v rastlinsko hrano znotraj posamezne rastlinske vrste, ki je bila gojena 
na istem substratu (umetno onesnaženem s HgCl2 ali na idrijski zemlji). Ovrednotili smo 
vpliv dejavnikov (vrsta rastline, dodatek Se in kombinacija obeh) na omenjene parametre 
znotraj iste vrste substrata, na katerem so bile gojene rastline. Nato pa smo iste parametre 
odzivov ovrednotili še z odvisnostjo od tega, na kakšnem substratu so rasle rastline, 
uporabljene za hrano. Tako smo primerjali vplive naslednjih dejavnikov na parametre 
polžev: vrsta substrata, vrsta rastline, dodatek Se in kombinacije vseh treh (faktorska 
ANOVA). Celostno smo glede na prehranjevanje polžev z različnimi rastlinami, gojenimi 
na različnih substratih pridobljene podatke o vedenju, fiziologiji in privzemu Hg zaključili 
s postopno linearno diskriminantno analizo. Diskriminantne spremenljivke odziva polžev 
na prehranjevanje z različnimi rastlinami, gojenimi na zemlji, umetno onesnaženi s HgCl2, 
smo primerjali znotraj 10 skupin – hrana: solata, koruza, NA, ogrščica ali sončnica, vsaka 
v kombinaciji brez ali s Se. Za posamezne diskriminantne spremenljivke odziva polžev 
na prehranjevanje z različnimi rastlinami, gojenimi na zemlji iz Idrije pa smo obravnavali 
6 skupin – hrana: solata, NA, TA, vsaka brez ali s Se. 
 
Podobno smo diskriminantne spremenljivke odzivov polžev na prehranjevanje z glivami 
iz umetno onesnaženih gojišč primerjali znotraj 6 skupin – kuhanje v destilirani vodi ali 
ocetni kislini, sušenje ter vsah izmed treh postopkov obdelave brez ali z dodanim Se v 
gojišču. Vplive prehranjevanja z glivami, obdelanimi z različnimi postopki obdelave 
glive, smo za vsak posamezen parameter pri polžu orednotili z Duncanovim testom 
(p<0,05). Nato je sledila še primerjava dodatka Se v glivni hrani znotraj istega postopka 
obdelave (Studentov t-test, p<0,05). 
 
Barvne diagrame z dodanim drevesom podobnosti na osnovi analize grozdov smo 
uporabili za preučevanje grupiranja oz. razporejanja različnih podatkov v skupine glede 
na izpostavitve. Predhodno smo vrednosti Z-normalizirali, in sicer smo od vrednosti 
odšteli povprečno vrednost preučevanega dejavnika in nato delili s standardnim odklonom 
preučevanega dejavnika (Panighello in sod., 2016). Barvne diagrame z dodanim drevesom 
podobnosti na osnovi analize grozdov smo izvedli z R programsko opremo (R 
Development Core Team, Nova Zelandija), in sicer s pomočjo gplots paketov.   
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4 REZULTATI 
4.1  RASTLINE 
4.1.1  Interakcija selena in živega srebra pri rastlinah 
4.1.1.1 Rastline, izpostavljene živemu srebru in selenu na hidroponski raztopini 
Primerjava rastnih in fizioloških parametrov med dvema rastlinskima vrstama, navadno 
sončnico in koruzo, ki so rasle na hidroponski raztopini Hg in selenita (H/Se4+) ali Hg in 
selenata (H/Se6+), je prikazana na Slikah 6a-6d. Rezultati so pokazali statistično značilne 
razlike (Duncanov test, p<0,05) predvsem v višinah poganjkov (Slika 6a, b in c), ki so se 
zmanjševale z naraščanjem koncentracij Se v koreninah (Slika 6c) in posledičnim 
naraščanjem koncentracij Se v poganjkih. Z naraščanjem slednjih je padala vsebnost 
skupnih klorofilov in tudi koncentracije kalcija v poganjkih (Slika 6d). Nadalje, dejavniki, 
ki so vplivali na vse proučevane fiziološke parametre (višina poganjkov, sveže in suhe 
mase, klorofili, koncentracija malondialdehida (MDA), koncentracije kalcija in kalija; 
Priloga A), so bili odvisni od vrste rastline kot tudi od Se spojine, ki je bila dodana v 
raztopino, kar je prikazano v Preglednici 4. 
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Slika 6: Koruze (M) (a) in navadne sončnice (S) (b), ki so rasle na hidroponski raztopini, z dodatkom Hg 
ali kombinacije Hg in Se v obliki selenita (/Se4+) ali selenata (/Se6+). Merilce 5 cm. (c) Stopnja stresa v 
poganjkih (MDA POG) in višina poganjkov glede na koncentracijo Se v koreninah. (d) Odvisnost 
koncentracije Se v poganjkih (Se POG) in skupnih klorofilov od koncentracije Ca v poganjkih. 
Figure 6: Maize (M) (a) and common sunflower (S) (b) plants, grown on hydroponic solution, with added 
Hg or a combination of Hg with Se as selenite (/Se4+) or selenate (/Se6+). Scale bar 5 cm. (c) Shoot height 
and amount of stress (MDA POG) in them in relation to Se concentration in roots. (d) Concentrations of Se 
(Se POG) and total chlorophyll content in shoots in relation to Ca concentration in shoots. 
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Preglednica 4: Dejavniki, ki vplivajo na rastne in fiziološke značilnosti rastlin, analizirani s faktorsko 
ANOVO. Predstavljene so statistične značilnosti izbranih dejavnikov in njihovih interakcij na rastline (p-
vrednosti, statistično značilne so v krepkem). K v KOR - koncentracija kalija v koreninah; Ca v POG - 
koncentracija kalcija v poganjkih. 
Table 4: Factors affecting physiological traits of shoots (POG) and potassium levels in roots, as analysed 
by factorial ANOVA. The influence of the factors and their interactions with their significance on the 
mentioned traits are presented (p-values, significant in bold). K v KOR – potassium concentration in roots; 
Ca v POG – calcium concentration in shoots. 
 
 K v KOR Ca v POG skupni klorofili višina POG vsi parametri 
vrsta rastline < 0,001 0,119 0,001 0,015 0,313 
oblika Se < 0,001 0,384 0,002 0,001 0,003 
vrsta rastline * oblika Se < 0,001 0,026 0,060 0,626 0,176 
 
Koncentracije žvepla so bile v poganjkih obeh rastlinskih vrst višje, če so bile rastline 
gojene na H/Se6+, medtem ko razlik v koreninah ni bilo (Slika 7). Povišane koncentracije 
žvepla v poganjkih sovpadajo z višjimi koncentracijami Se pri istih izpostavitvah, torej 




Slika 7: Koncentracije žvepla v koreninah (KOR) in poganjkih (POG) navadnih sončnic (S) in koruz (M), 
gojenih na hidroponski raztopini v kombinaciji Hg in selenit (/Se4+) ali Hg in selenat (/Se6+). Črke nad 
stolpci predstavljajo statistično znečilne razlike med izpostavitvami (Dunkcanov post-hoc test, p<0,05). 
Figure 7: Sulfur concentrations in roots (KOR) and shoots (POG) of common sunflower (S) and maize (M) 
plants, grown on hydroponic solution with Hg and selenite (/Se4+) or Hg and selenate (/Se6+). Different 
letters represent statistically significant differences between treatments and plant species (Duncan's post-
hoc test, p<0,05). 
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4.1.1.2 Rastline, izpostavljene Hg preko substrata in Se preko listne površine 
Najbolj očitne razlike so se pojavile pri višini poganjkov rastlin, ki so rasle na 
neonesnaženi zemlji (C in C/Se) (Slika 8). Statistično značilno višje so bile višine 
poganjkov pri navadni ajdi in navadni sončnici (Duncanov post-hoc test, p<0,05) (Slika 
8g). Pri navadni ajdi C/Se so bili prisotni tudi nastavki za cvetove, ki jih pri C ni bilo 




Slika 8: Indukcija cvetenja pri rastlinah, ki jo povzroči listno škropljenje poganjkov s selenom (C/Se) v 
primerjavi z listnim škropljenjem z destilirano vodo (C). Rastline so rasle na neonesnaženi zemlji. Prikazane 
so različne vrste rastlin, in sicer a) koruza, b) navadna ajda, c) navadna ajda, pogled od zgoraj, d) oljna 
ogrščica, e) navadna sončnica in f) zelena solata. Na grafu g) so prikazane višine rastlin, ki so rasle na 
neonesnaženi (C) ali s Hg onesnaženi zemlji (H), brez ali z listnim škropljenjem s selenom (/Se). Različne 
črke nad stolpci prikazujejo statistično značilne razlike med 4 izpostavitvami (C, C/Se, H, H/Se) znotraj 
vrste (Duncanov test, p<0,05). 
Figure 8: Visual appearance of different plants (a-f), grown on non-contaminated substrate, without (C) or 
biofortified with Se (C/Se). g) Plant’s height under different exposures: C, non-contaminated substrate H, 
artificially HgCl2 spiked substrate. Different letters above the columns represent statistically significant 
differences (Duncan’s post-hoc test, p<0.05).  
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Primerjava različnih rastnih in fizioloških parametrov znotraj posamezne rastlinske vrste 
po večini ni pokazala statistično značilnih razlik med H in H/Se za posamezno rastlinsko 
vrsto (Duncanov post-hoc test, p>0,05) z izjemo koncentracije malondialdehida, ki je bila 
v poganjkih in koreninah povišana pri H/Se glede na H (Slika 9, Priloga C1). Fiziološki 
odgovori rastlin, ki so rasle na idrijski zemlji (i in i/Se), po večini prav tako niso bili 




Slika 9: Stopnja stresa, merjena s koncentracijo malondialdehida v poganjkih rastlin (MDA ek. POG), 
gojenih na substratu H ali i, brez (H in i) ali z listno dodanim selenom (H/Se in i/Se). Zvezdice (*) označujejo 
statistično značilno razliko med izpostavitvijo brez ali z dodanim Se znotraj iste rastlinske vrste (Studentov 
t-test, p<0,05). NA- navadna ajda, TA – tatarska ajda. 
Figure 9: Levels of malondialdehyde (MDA) in plant shoots as a measure of stress, where plants were 
grown on H or i substrate, without (H and i) or with foliarly added selenium (H/Se and i/Se). Asterisk (*) 
indicates a statistically significant difference in a pairwise comparison among the same plant species, but 
without or with added Se (Student t-test, p<0,05). NA – common buckwheat; TA – Tartary buckwheat. 
 
Opazili smo logaritemsko odvisnost skupne vsebnosti klorofilov od naraščajoče 
koncentracije Hg v poganjkih. Najvišja vsebnost klorofilov je bila zabeležena pri najnižji 
koncentraciji Hg v poganjkih, in sicer pri zeleni solati (H in H/Se) (Slika 10a ter Priloga 
C).  
 
Koncentracije mineralov kalija in kalcija so bile pomerjene v koreninah in poganjkih kot 
indikatorja stabilnosti celičnih membran (van Doorn in Woltering, 2008). Izpostavitve Hg 
in/ali Se niso vplivale na koncentracije kalija v koreninah, medtem ko je koncentracija 
kalcija naraščala z naraščanjem Hg v koreninah. Biofortifikacija rastlin s Se je znižala 
kopičenje kalcija pri H/Se in i/Se rastlinah glede na H in i pri istih koncentracijah Hg v 
koreninah (Slika 10b). 
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Slika 10: (a) Odvisnost skupne vsebnosti klorofilov rastlin od koncentracije Hg v poganjkih ter (b) razmerje 
med koncentracijami Ca in Hg v koreninah rastlin, ki niso (H in i) oz. so bile listno škropljene s selenovo 
raztopino (H/Se in i/Se). 
Figure 10: (a) The relationship between Hg concentration in the shoots and the total chlorophyll contents 
and (b) the relationship between Hg and Ca concentrations in the roots of plants, that were not (H in i) or 
were foliarly exposed to selenium solution (H/Se in i/Se). 
 
S pomočjo barvnih diagramov z dodanim drevesom podobnosti na osnovi analize grozdov 
(Slika 11) smo ugotovili, da je prišlo do bistvenih razlik v razporeditvi in koncentracijah 
izbranih elementov v koreninah in poganjkih. Prav tako je prišlo do razlik v nekaterih 
fizioloških parametrih glede na substrat, na katerem so rastle izbrane rastline in dodatek 
Se. Glede na podobnost omenjenih rastnih in fizioloških parametrov so korenine zelene 
solate pokazale nasprotno delovanje teh dveh dejavnikov, torej vrste substrata in dodatka 
Se (Slika 11a, b). Podobnost se je pokazala med koreninami H/Se in i na eni strani ter 
koreninami H in i/Se na drugi strani (Slika 11a). Pri poganjkih so bili fiziološki in 
biokemijski parametri odvisni od tega, ali so rastline rasle na i ali H substratu. Za tiste iz 
H in H/Se so bili značilni najnižja sveža in suha biomasa ter vsebnost klorofilov. Hkrati 
smo v poganjkih H in H/Se rastlin namerili najvišje koncentracije malondialdehida kot 
pokazatelja stopnje stresa in tudi koncentracije kalija in kalcija glede na poganjke zelene 
solate na i ter i/Se (Slika 11b). Pri rastlinah navadne in tatarske ajde je bil odziv celotne 
rastline odvisen od substrata, na katerem je rasla (Slika 11c, d). Najnižja sveža in suha 
biomasa in koncentracija kalcija so bile zabeležene pri navadni ajdi na H oz. H/Se 
substratu. Najnižja vsebnost klorofilov je bila pri navadni ajdi na i/Se, najvišja pa pri 
tatarski ajdi na i/Se (Slika 10d). Nasprotno od vsebnosti klorofilov, je bila stopnja stresa 
v poganjkih in koreninah navišja pri navadni ajdi na i/Se in hkrati najnižja pri tatarski ajdi 
na i/Se (Slika 11c, d).  
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Slika 11: Vpliv substrata, škropljenja listov s Se in vrste rastline na različne rastne in fiziološke parametre 
pri poganjkih (b in d) in koreninah (a in c) pri zeleni solati (a in b) in ajdi (c in d). Legenda: i - naravno 
onesnažena zemlja; H - umetno onesnažena zemlja; Se - dodatek selena; NA – navadna ajda; TA – tatarska 
ajda; FW – sveža masa; DW – suha masa; chl – skupni klorofili; LP – lipidna peroksidacija; K – 
koncentracija kalija; Ca – koncentracija kalcija. 
Figure 11: A comparison of shoot and root traits of different plants, grown on either artificially (H) or 
naturally (i) contaminated soil, without or foliarly sprayed with selenium (_Se). Traits of lettuce shoots are 
shown under a) and shoots b). Also, common (NA) or Tartary (TA) buckwheat traits of c) roots or d) shoots 
are shown.  
 
4.1.2  Privzem in biodostopnost živega srebra v rastline 
 
4.1.2.1 Rastline, izpostavljene živemu srebru in selenu preko hidroponske raztopine 
Primerjava med koncentracijami Hg in Se v rastlinah je pokazala, da se dvokaličnice 
(navadna sončnica) in enokaličnice (koruza) razlikujejo med seboj v privzemu elementov 
iz zemlje (Duncanov post-hoc test, p<0,05). Navadne sončnice S/Se6+ so v korenine 
privzele višje koncentracije obeh elementov, tako Se kot Hg, v primerjavi s koruzo. 
Zanimivo, koncentracije obeh elementov v poganjkih so bile najvišje pri koruzi K/Se6+. 
Višje koncentracije Hg in Se smo izmerili pri rastlinah na hkratni izpostavitvi kombinacije 
Hg in selenata (H/Se6+) v primerjavi s kombinacijo Hg in selenita (H/Se4+). Med 
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koncentracijami Se in Hg pri rastlinah H/Se4+ ni bilo statistično značilnih razlik 
(Duncanov post-hoc test, p>0,05) (Slika 12). Biodostopnost Hg za korenine in poganjke 




Slika 12: Koncentracije a) selena (Se) in b) živega srebra (Hg) v poganjkih (POG) in koreninah (KOR) pri 
koruzi (M) in navadnih sončnicah (S), izpostavljenih kombinaciji Hg in kalijevega selenita (Se4+) ali 
selenata (Se6+) v hidroponski raztopini. Različne črke nad stolpci za posamezen parameter predstavljajo 
statistično značilne razlike med izpostavitvami (Duncanov post-hoc test, p<0,05). Zvezdice (*) označujejo 
statistično značilno razliko med izpostavitvijo bodisi selenatu bodisi selenitu znotraj rastlinske vrste 
(Studentov t-test, p<0,05). 
Figure 12: Selenium (a) and mercury (b) concentrations in shoots (POG) and roots (KOR) from maize (M) 
and common sunflower (S) plants, exposed to a combination of mercury and potassium selenite (Se4+) or 
selenate (Se6+) in 4 weeks of exposure on hydroponics. Different letters represent statistically significant 
differences between treatments and plant species (Duncan's post-hoc test, p<0,05). Asterisk (*) indicates a 
statistically significant difference in a pairwise comparison among the use of different Se species in either 
maize or sunflower (Student t-test, p<0,05). 
 
S faktorsko ANOVO smo proučili tudi dejavnike, ki prispevajo k posameznim izmerjenim 
parametrom, kot so koncentracije Hg in Se, vsebnosti Hg in Se ter BAF za Hg za poganjke 
in korenine. Prikazali smo le tiste dejavnike, kjer je bil vpliv statistično značilen, ter 
povzeli celokupen vpliv na vse omenjene parametre (koncentracije in vsebnosti Hg in Se 
ter biodostopnost Hg), z verjetnostjo p<0,05 (Preglednica 5). Slednji je pokazal, da na 
parametre privzema vpliva samo vrsta rastline, medtem ko oblika Se (selenit Se4+ ali 
selenat Se6+) v raztopini in kombinacija obeh dejavnikov nanje nimata vpliva. Rezultati 
so pokazali, da je vsebnost Hg v koreninah odvisna od kombinacije vrste rastline in oblike 
Se v raztopini, vsebnost Se v poganjkih in bioakumulacijski faktor za Hg do poganjkov 
pa tako od obeh posameznih dejavnikov kot od njune kombinacije. Povzetek dejavnikov, 
ki vplivajo na privzem je podan v Preglednici 5.  
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Preglednica 5: Dejavniki, ki vplivajo na privzem in biodostopnost Hg za rastline. Predstavljene so 
statistične značilnosti izbranih dejavnikov in njihovih interakcij na rastline, analizirani s faktorsko ANOVO 
(p-vrednosti, statistično značilne so v krepkem). 
Table 5: Factors affecting Hg contents in roots (KOR) and Se contents in shoots (POG) and the 
bioaccumulation of Hg to roots or shoots (BAF), as analysed by factorial ANOVA. The influence of the 
factors and their interactions with their significance on the Hg and Se uptake and Hg bioavailability are 









BAF Hg v 
POG 
vrsta rastline 0,039 0,507 < 0,001 < 0,001 
oblika Se 0,116 0,665 0,003 0,003 
vrsta rastline * oblika Se 0,129 0,023 0,001 0,002 
 
Dopolnitev razlage proučevanega prenosa Hg v poganjke iz zgornjih raziskav je bila 
analiza prečnih prerezov posameznih organov – korenin, stebel in listov koruze in navadne 
sončnice. Ta je pokazala, da se spremembe v privzemu odražajo tudi na strukturnem 
nivoju posameznih organov. Privzem Se, ko je bil ta dodan v obliki selenata (Se6+), je 
viden v prečnih prerezih korenin (Slika 13), stebel (Slika 14) ter listov (Slika 15). Če je 
bil Se v raztopino dodan v obliki selenita (Se4+), potem smo v prečnih prerezih korenin 
sicer zasledi njegovo prisotnost v skorji korenine, ne pa v tkivih zgornjega dela stebla in 
v listih (Sliki 14 in 15). Višje koncentracije žvepla in kalcija so bile vidne na prečnih 
prerezih vseh organov pri obeh vrstah rastlin, izpostavljenih H/Se6+. 
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Slika 13: Koncentracijske mape porazdelitve elementov Ca, Hg, K, S in Se, izmerjenih na liofiliziranih 
prečnih prerezih korenin koruze (M) in navadne sončnice (S), ki so bile gojene na hidroponski raztopini v 
kombinaciji živega srebra in selenita (/Se4+) ali živega srebra in selenata (/Se6+). 
Figure 13: Concentration maps for Ca, Hg, K, S and Se measured in freeze-dried cross sections of treated 
maize (M) and common sunflower (S) roots. Treatments: a combination of Hg and potassium selenite (/Se4+) 
or Hg and potassium selenate (/Se6+).  
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Slika 14: Koncentracijske mape porazdelitve elementov Ca, Hg, K, S in Se, izmerjenih na liofiliziranih 
prečnih prerezih stebel koruze (M) in navadne sončnice (S), ki so bile gojene na hidroponski raztopini v 
kombinaciji živega srebra in selenita (/Se4+) ali živega srebra in selenata (/Se6+).  
Figure 14: Concentration maps for Ca, Hg, K, S and Se measured in freeze-dried cross sections of treated 
maize (M) and common sunflower (S) stems. Treatments: Hg with potassium selenite (/Se4+) or Hg with 
potassium selenate (/Se6+).  
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Slika 15: Koncentracijske mape porazdelitve elementov Ca, Hg, K, S in Se, izmerjenih na liofiliziranih 
prečnih prerezih listov koruze (M) in navadne sončnice (S) ob glavni žili, gojene na hidroponski raztopini 
v kombinaciji živega srebra in selenita (/Se4+) ali živega srebra in selenata (/Se6+).  
Figure 15: Concentration maps for Ca, Hg, K, S and Se measured in freeze-dried cross sections of treated 
maize (M) and common sunflower (S) leaves. Treatments: Hg with potassium selenite (/Se4+) or Hg with 
potassium selenate (/Se6+).  
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4.1.2.2 Rastline, izpostavljene živemu srebru preko substrata in selenu preko listne 
površine 
Vsebnosti Hg v celotnih rastlinah, ki so rasle na umetno onesnaženi zemlji, brez ali z 
dodanim Se v liste, se v večini primerov niso statistično značilno razlikovale med 
rastlinskimi vrstami. Glede na razlike v vsebnostih znotraj organov (ali poganjkov ali 
korenin) lahko rečemo, da rastline vrstno specifično kopičijo Hg v različnih organih. 
Dodatek Se je vplival na vsebnosti Hg v poganjkih rastlin, ki so rasle na i substratu 
(navadna in tatarska ajda) (Preglednica 6), medtem ko je pri rastlinah, ki so rasle na 
umetno onesnaženi zemlji s HgCl2 (H) vplival na vsebnosti Hg v koreninah pri koruzi in 
navadni ajdi (Preglednica 7). 
 
Izračuni biodostopnosti Hg iz zemlje v korenine so posledično pokazali spremenjen 
privzem v korenine pri solati in navadni ajdi iz i substrata (Preglednica 6) ter koruzi in 
navadni ajdi iz H substrata (Preglednica 7). 
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Preglednica 6: Privzem živega srebra v korenine (KOR), poganjke (POG) in celotne rastline, ki so bile 
gojene na naravno onesnaženi zemlji (Idrija) ter škropljene bodisi z destilirano vodo (N) bodisi z raztopino 
kalijevega selenata (Y). Prikazana je tudi biodostopnost živega srebra v zemlji glede na korenine in glede 
na celotno rastlino ter koncentracije žvepla. Zvezdice (*) označujejo statistično značilno razliko med 
izpostavitvijo bodisi destilirani vodi ali kalijevemu selenatu znotraj rastlinske vrste (Studentov t-test, 
p<0,05). Različne črke ob podatkih za posamezen parameter predstavljajo statistično značilne razlike med 
izpostavitvami (Duncanov post-hoc test, p<0,05). NA- navadna ajda; TA- tatarska ajda. 
Table 6: Uptake and accumulation of mercury in roots, shoots and whole plant that were grown on naturally 
contaminated soil of Idrija and foliarly sprayed either with destiled water (N) or potassium selenate (Y). 
Also, bioaccumulation factors are listed to show the uptake of mercury from soil to either roots or to the 
whole plant. Sulfur concentrations are listed too. Asterisk (*) indicates a statistically significant difference 
in a pairwise comparison among the use of different Se species in either maize or sunflower (Student t-test, 
p<0,05). Different letters represent statistically significant differences between treatments and plant species 
(Duncan's post-hoc test, p<0,05). NA – common buckwheat; TA – Tartary buckwheat. 
 
  idrijska zemlja (i) 
vrsta rastline Se zelena solata NA TA 
Hg v zemlji (mg kg-1) N 101 690 690 
koncentracija Se KOR 
(µg g-1) 
N 0,11 ± 0,05 10,6 ± 1,99 3,47 ± 0,77 
Y 1,54 ± 0,33* 9,02 ± 2,16 2,29 ± 0,26 
koncentracija Se POG 
(µg g-1) 
N 0,13 ± 0,03 2,94 ± 0,75 1,64 ± 0,13 
Y 15,1 ± 0,75* 3,88 ± 0,45 4,46 ± 0,43* 
koncentracija Hg KOR 
(µg g-1) 
N 0,80 ± 0,27 987 ± 163 1316 ± 109 
Y 1,78 ± 0,25* 1249 ± 164 1123 ± 160 
koncentracija Hg POG 
(µg g-1) 
N 3,33 ± 1,03 81,4 ± 8,9 120 ± 10,9 
Y 1,90 ± 0,26 74,4 ± 18,1 136 ± 8,70 
vsebnost Hg KOR  
(µg) 
N 0,50 ± 0,20 284 ± 45,0 a 307 ± 42,6 a 
Y 1,10 ± 0,20* 433 ± 75,4 a 280 ± 42,7 a 
vsebnost Hg POG  
(µg) 
N 5,00 ± 2,10 168 ± 18,0 a* 116 ± 8,70 a 
Y 3,20 ± 0,90 117 ± 5,20 a 160 ± 8,7 a* 
vsebnost Hg  
(µg rastlina-1) 
N 5,50 ± 2,10 433 ± 50,3 a 423,0 ± 43,7 a 
Y 4,30 ± 0,90 579 ± 71,1 a 439,7 ± 58,9 a 
BA Hg KOR 
(%) 
N 0,001 ± 0,0001 0,46 ± 0,06 a 0,41 ± 0,03 a 
Y 0,003 ± 0,0001* 0,69 ± 0,07 b* 0,37 ± 0,06 a 
BA Hg rastlina 
(%) 
N 0,014 ± 0,020 0,73 ± 0,06 ab 0,57 ± 0,03 a 
Y 0,011 ± 0,009 0,87 ± 0,07 b 0,56 ± 0,06 a 
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Preglednica 7: Privzem živega srebra v korenine (KOR), poganjke (POG) in celotne rastline, ki so bile 
gojene na umetno onesnaženi zemlji ter škropljene bodisi z destilirano vodo (N) bodisi z raztopino 
kalijevega selenata (Y). Prikazana je tudi biodostopnost živega srebra v zemlji glede na korenine in glede 
na celotno rastlino. Zvezdice (*) označujejo statistično značilno razliko med izpostavitvijo bodisi destilirani 
vodi ali kalijevemu selenatu znotraj rastlinske vrste (Studentov t-test, p<0,05). NA- navadna ajda. 
Table 7: Uptake and accumulation of mercury in roots, shoots and whole plant that were grown on 
artificially contaminated soil and foliarly sprayed either with destiled water (N) or potassium selenate (Y). 
Also, bioaccumulation factors are listed to show the uptake of mercury from soil to either roots or to the 
whole plant. Asterisk (*) indicates a statistically significant difference in a pairwise comparison among the 
use of different Se species in either maize or sunflower (Student t-test, p<0,05). NA – common buckwheat. 
 
  umetno onesnažena zemlja H 





Hg v zemlji  
(mg kg-1) 
N 9,70 10,8 5,40 5,40 10,8 
konc. S KOR 
(µg g-1) 
N 1843 ± 407 1415 ± 76 142 ± 7 647 ± 35 893 ± 213 
Y 1188 ± 132 2186 ± 118* 204 ± 11* 550 ± 30 1483 ± 102* 
konc.S POG  
(µg g-1) 
N 1365 ± 290 657 ± 174 371 ± 20 1624 ± 88 790 ± 53 
Y 1230 ± 203 975 ± 193 351 ± 19 2014 ± 109* 848 ± 182 
konc. Se KOR 
(µg g-1) 
N 0,08 ± 0,02 6,90 ± 0,37 5,64 ± 0,30 5,25 ± 0,28* 13,1 ± 2,65 
Y 0,86 ± 0,12* 12,3 ± 0,67* 5,75 ± 0,31 3,87 ± 0,21 17,4 ± 3,36 
konc. Se POG  
(µg g-1) 
N 0,66 ± 0,15 12,5 ± 1,80 5,00 ± 0,30 7,30 ± 0,40 9,70 ± 0,90 
Y 17,1 ± 3,3* 37,9 ± 8,20* 11,4 ± 0,60* 6,60 ± 0,40 20,8 ± 0,50* 
konc. Hg KOR 
(µg g-1) 
N 1,98 ± 0,46* 14,0 ± 0,12* 45,0 ± 3,90 53,0 ± 4,60* 331 ± 83,0 
Y 0,87 ± 0,16 8,0 ± 0,10 118 ± 10,2* 46,0 ± 4,00 378 ± 105 
konc. Hg POG 
(µg g-1) 
N 0,11 ± 0,03 1,25 ± 0,01 63,0 ± 5,47 90,0 ± 7,81* 260 ± 25,5 
Y 0,12 ± 0,01 1,05 ± 0,01 83,0 ± 7,20* 34,0 ± 2,95 274 ± 24,9 
vsebnost Hg 
KOR (µg) 
N 2,71 ± 0,08* 8,86 ± 0,89* 3,68 ± 0,37 4,31 ± 0,43 145 ± 1,45 
Y 0,65 ± 0,01 4,61 ± 0,46 7,34 ± 0,73* 2,78 ± 0,28 174 ± 1,74 
vsebnost Hg 
POG (µg) 
N 0,25 ± 0,02 1,56 ± 0,16 4,71 ± 0,47 5,64 ± 0,56 138 ± 1,38 
Y 0,20 ± 0,01 1,21 ± 0,12 7,90 ± 0,79 2,45 ± 0,25 165 ± 1,64 
vsebnost Hg  
(µg rastlina-1) 
N 3,00 ± 0,50 123 ± 8,30 7,10 ± 0,40 10,0 ± 0,50 184 ± 42,6 
Y 0,90 ± 0,10 125 ± 11,9 8,00 ± 0,40 8,90 ± 0,50 473 ± 133 
BA Hg KOR 
(%) 
N 0,10 ± 0,010 0,52 ± 0,03 1,21 ± 0,07 2,02 ± 0,11 0,78 ± 0,22 
Y 0,05 ± 0,001 0,76 ± 0,04* 1,56 ± 0,08* 2,11 ± 0,11 1,60 ± 0,36 
BA Hg 
rastlina (%) 
N 0,019 ± 0,001 1,51 ± 0,10 2,17 ± 0,12 6,14 ± 0,33 3,39 ± 0,78 
Y 0,024 ± 0,001 1,54 ± 0,15 2,47 ± 0,13 5,45 ± 0,29 8,72 ± 2,43 
 
4.1.3  Vezavne oblike živega srebra v rastlinah 
4.1.3.1 Navadne sončnice in koruze na hidroponski raztopini 
Analiza spektrov bližnje strukture rentgenskih absorpcijskih robov (XANES) izmerjenih 
na rastlinskih vzorcih je bila opravljena na normaliziranih spektrih (Ravel in Neville, 
2005), ki so skupaj s spektri referenčnih Hg spojin prikazani na Sliki 16. Lokalna okolica 
Hg kationov se je v spektrih XANES odrazila v značilnem profilu Hg absorpcijskega roba 
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L3. V rastlinskih tkivih smo pričakovali mešanico različnih Hg komponent, kar pomeni, 




Slika 16: Spektri XANES na Hg robu L3 v posameznih vzorcih korenin koruze (Maize) in navadne sončnice 
(Sunfl) (rdeče) ter šestih referenčnih Hg spojin (modro). Rastline so bile izpostavljene Hg ali kombinaciji 
Hg in selenita (H/Se4+) ali Hg in selenata (H/Se6+). 
Figure 16: Hg L3-edge XANES spectra of six Hg reference compounds (blue) and plant root samples from 
maize and common sunflower (Sunfl). Plants were exposed to Hg or a combination of Hg and selenite 
(H/Se4+) or Hg and selenate (H/Se6+). 
 
Odstotki referenčnih spojin v rastlinskih vzorcih, pridobljenih z LCF analizo spektrov 
XANES, so prikazani v Preglednici 8. Primer modeliranja je ilustriran na Sliki 17. 
Vzorčnih spektrov z LCF analizo sicer nismo mogli v popolnosti opisati z našim naborom 
referenčnih spektrov Hg-Fung, Hg-cistein (Hg-Cys), Hg-histidin (Hg-His), HgSe.nor in 
anorganski HgS. Smo se pa z LCF analizo približali ujemanju posnetih spektrov vzorcev, 
če smo kot referenco uporabili spekter, posnet na koreninah navadnih sončnic iz H/Se6+ 
pod imenom »Sunfl_ H/Se6+«. Modeliranje je pokazalo, da spekter Sunfl_ H/Se6+ 
večinsko opiše referenčni spekter HgSe.nor, z dodatki Hg-Cys, Hg-His in Hg-Fung. Delež 
zadnjega je enak nič, kar se večinoma ujema z EXAFS analizo (Preglednica 9). 
Pomembno je poudariti, da se relativni deleži referenčnih Hg komponent ne smejo 
razložiti kot odstotki vezave Hg na recimo cistein ali histidin, ampak samo ponazarjajo 
odstotke S- in N-ligandov na podobnih razdaljah in s podobnim okoljem, kot jih najdemo 
v teh referenčnih spojinah. Spekter Sunfl_H/Se6+ je sestavljen iz 70 % vezave na žveplove 
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ligande (Hg-S) ter 30 % vezave Hg na dušikove ligande (Hg-N). Referenčni spekter Hg-
Fung, pomerjen na glivi DSE 148 (Kodre in sod., 2017), predstavlja referenco za tetra-
tiolno vezavo Hg, kot npr. v metalotioneinih, ki se poleg fitokelatinov sintetizirajo kot 
odgovor na povišane koncentracije kovin in delujejo pri njihovi detoksifikaciji (Kodre in 
sod., 2017). Spekter Fung je sestavljen iz različnih deležev Hg-ligandov, in sicer je 64 ± 
7 % vezanega v tetra-tiolno Hg komponento, 24 ± 9 % v di-amino Hg komponento oz. 
komponento z dvema N atoma v heterocikličnem aminu, 13 ± 7 % pa je vezanega na di-
tiolno Hg komponento (Kodre in sod., 2017). Referenčni spekter Hg-Cys predstavlja 
referenco za vezavo Hg na tiolne komponente, ki zajemajo približno 84 % Hg-ligandov. 
Ostalih 16 % Hg je vezanega v obliki di-amino Hg komponente. 
 
Preglednica 8: Analiza XANES na Hg robu L3, pridobljena z linearno kombinacijo referenčnih spektrov 
Hg-Cys, Hg-His in Sunfl_H/Se6+. Komponenta HgSe ni bila prisotna. Prikazani so odstotki posamezne 
reference v koreninah koruz in navadnih sončnic, ki so bile gojene na hidroponski raztopini, z različnimi 
izpostavitvami: Hg, Hg in selenit (H/Se4+) ter Hg in selenat (H/Se6+). 
Table 8: Relative amounts (%) of the reference compounds Hg-Cys, Hg-His and Sunfl_H/Se6+ obtained by 
the best linear combination fits for each Hg L3-edge XANES spectrum measured on maize and common 
sunflower roots. No HgSe complexation was detected in the root samples. 
 
 referenca 
rastlina in izpostavitev Hg-Cys Hg-His Sunfl_HgSe6+ 
koruza, Hg 70 15 15 
koruza, H/Se4
+
 69 26 5 
koruza, H/Se6+ 67 16 17 
sončnica, Hg 72 0 28 
sončnica, H/Se4+ 65 14 21 
sončnica, H/Se6+ 0 0 100 
 
Z analizo podaljšane fine strukture rentgenskih absorpcijskih robov (EXAFS) smo 
raziskali strukturo lokalne okolice Hg kationov v vzorcih. Model EXAFS so sestavljale 4 
komponente iz štirih različnih Hg komponent, v katerih je Hg vezan na različne ligande. 
Te komponente so bile: di-tiolna komponenta (Hg(-S-R)2), tetra-tiolna komponenta (Hg(-
S-R)4), di-selenol (HgSe) ter di-amino Hg komponenta (Hg(-N-R)2). Prosti parametri so 
bili relativni delež posamezne komponente (skupna vsota 1) in majhni popravki za 
razdalje (R) sosedov od centralnega atoma Hg. Širina porazdelitve razdalj σ2 (Debye-
Waller faktor) do sosednjih atomov in skupni amplitudni faktor S0
2 so bili ali fiksirani ali 
omejeni. Glede na to, da analiza ni pokazala prisotnosti Se v neposredni okolici Hg 
atomov v spektrih vzorcev, smo ta ligand izločili iz modela EXAFS. Prispevki 
posameznih sosednjih lupin so bili torej sledeči: žveplo iz di-tiolne Hg komponente in 
dušik iz di-amino Hg komponente ter majhen delež žvepla iz tetra-tiolne komponente, ki 
je bil največji pri rastlinah iz H/Se6+. Ob prisotnosti Se v vzorcih se je pri obeh rastlinskih 
vrstah delež vezave Hg v di-tiolne komponente zmanjšal, delež di-amino vezav pa 
povečal. Seznam prispevkov posameznih lupin je podan v Preglednici 9. 
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Preglednica 9: Strukturni parametri lokalne okolice Hg kationov, dobljeni z analizo EXAFS v vzorčnih 
spektrih korenin koruze in navadne sončnice. Izračuni so bili narejeni z linearno kombinacijo treh modelov 
EXAFS za lokalno okolico Hg atoma: di-tiolne, tetra-tiolne ter di-amino komponente. Prikazani so deleži 
za posamezno lupino sosedov (to je deleži posameznih komponent Hg) v koreninah koruz in sončnic, ki so 
bile gojene na hidroponski raztopini, z različnimi izpostavitvami: Hg, Hg in selenit (H/Se4+) ter Hg in selenat 
(H/Se6+). Prosti parametri so bili relativne frekvence (skupna vsota 1) in razdalje sosedov od centralnega 
atoma Hg (R). Širina porazdelitve σ2 (Debye-Waller faktor) od sosednjih atomov je bila ali fiksirana ali 
omejena. Ena zvezdica (*) označuje omejene vrednosti, dve zvezdici (**) pa fiksirane vrednosti. Skupni 
amplitudni faktor S02 je bil fiksiran na vrednost 0,94, ki je bila določena na podlagi referenčnega vzorca Hg-
cistein. Premik izhodišča energijske skale fotoelektrona E0 in r-faktor kot mera za kvaliteto fita sta podana 
na dnu tabele. Velikost napake zadnje števke je podana v oglatem oklepaju. 
Table 9: Best fit model of Hg L3-edge EXAFS spectra of maize and common sunflower roots under different 
exposures, calculated from the linear combinations of three Hg model neighborhood complexes: di-thiol 
ligands, tetra-thiol ligands and di-amino ligands. No HgSe complexation was found in the samples. Varying 
parameters are the relative frequencies (adding up to 1) and the distances R of the neighbors from the central 
Hg atom. The widths of the distribution σ2 of the neighbor distances are mostly fixed or constrained. The 
effective shift of zero energy of the photoelectron E0 is given, together with the quality-of-fit factor (r-
factor). The values with asterisks (*) are restricted to a common values, double asterisks (**) denote fixed 
values. S02 is fixed at the value of 0,94, determined on a reference Hg-cysteine sample. The uncertainty of 
the last digit is given in parentheses. 
 
 navadna sončnica koruza 
 Hg H/Se4+ H/Se6+ Hg H/Se4+ H/Se6+ 
di-tiolna Hg komponenta: Hg-(S-C)2 
rel. freq. (S1) 0.84[3] 0.59[3] 0.59[3] 0.80[7] 0.72[6] 0.75[7] 
R (S1) [Å] 2.323[3] 2.383[8] 2.252[9] 2.323[3] 2.352[8] 2.330[8] 
σ2 (S1) [10-4Å2]  56[9] 56* 56* 45* 45* 45* 
tetra-tiolna Hg komponenta: Hg-(S-C)4 
rel. freq. (S2) 0.00** 0.00[5] 0.20[5] 0.0[1] 0.01 0.02 
R (S2) [Å] 2.478[10] 2.478* 2.478* 2.478* 2.478* 2.478* 
σ2 (S2) 10-4Å2] 85** 85** 85** 85** 85** 85** 
di-amino Hg komponenta: Hg-(N-C)2 
rel. freq. (N) 0.16[7] 0.41[7] 0.21[9] 0.20[7] 0.27[7] 0.23[8] 
R (N) [Å] 2.017[10] 2.017* 2.017* 1.894[30] 1.894* 1.894* 
σ2 (N) [10-4Å2] 146[10] 146* 146* 15[10] 15* 15* 
di-selenol Hg: Hg-(Se-C)2 
rel. freq. (Se) 0.00** 0.00** 0.00** 0.00** 0.00** 0.00** 
R (Se) [Å] - - - - - - 
σ2 (Se) [10-4Å2] - - - - - - 
E0 [eV] 1.2[3] 1.2* 1.2* -2.7* -2.7* -2.7* 
r-faktor 0.003 0.012 0.006 0.015 0.007 0.006 
 
4.1.3.2 Navadne sončnice na umetno onesnaženi zemlji kot vir hrane za polže  
Končni spektri korenin navadne sončnice, izpostavljenih Hg ali kombinaciji Hg in Se so 
prikazani v 2D prostoru s pripadajočimi relativnimi deleži posameznega liganda. Kvaliteta 
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fita, to je ujemanje modelskega absorpcijskega spektra z izmerjenim, iz dveh komponent 
spektrov XANES od vzorca korenin, ki so bile izpostavljene samo Hg, je prikazana na 
Sliki 17a. V tem vzorcu prevladuje Hg-cistein, tretjinski delež vezav pa ustreza ligandom, 
prisotnim v Sunfl_H/Se6+. Vzorec korenine, ki je bila izpostavljena Hg ob listno dodanem 
Se, je s kvaliteto fita iz treh komponent spektrov XANES prikazan na Sliki 17b. Tu je 
glavni prispevek prinesla komponenta Hg-histidin. Delež oziroma preračunan odstotek 





Slika 17: Izmerjeni in modelski absorpcijski spekter v okolici Hg absorpcijskega roba L3 pri korenini 
navadne sončnice na Hg (a) ali Hg ob dodatku Se (b). Črne pike – izmerjeni spekter; ciklamna črtkana črta 
– najboljši model s kombinacijo profilov XANES Hg-cisteina (72 %) in rastlinskega vzorca Sunfl_H/Se6+ 
(28 %) za (a) in najboljši model s kombinacijo profilov XANES Hg-histidina (45 %), Hg-cisteina (11 %) in 
rastlinskega vzorca Sunfl_H/Se6+ za (b). 
Figure 17: The Hg L3-edge XANES spectrum measured on common sunflower roots after growing on Hg-
spiked soil (a) or Hg-spiked soil with foliar application of Se (b). Black dots – experiment; magenta dashed 
line – best-fit linear combination of XANES profiles of Hg-cysteine (72 %) and plant sample Sunfl_H/Se6+ 
(28 %) for (a) and a combination of XANES profiles of Hg-histidine (45 %), Hg-cysteine (11 %) and plant 
sample Sunfl_H/Se6+ for (b). 
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Rezultati analize vezavnih oblik Hg v koreninah v s Hg onesnaženi zemlji gojenih 
navadnih sončnic, opravljeni z analizo EXAFS, so prikazani v Preglednici 10. Analiza 
vezavnih oblik Hg v koreninah navadnih sončnic, ki so rasle na umetno onesnaženi zemlji 
H, je pokazala, da je listno škropljenje s Se vplivalo na koordinacijsko strukturo in vezavo 
Hg na sosednje atome v koreninah. Analiza EXAFS je pokazala, da se je vezava Hg na 
ligande v koreninah navadnih sončnic razlikovala glede na dodan Se. V obeh vzorcih je 
bilo vsaj 58 % Hg vezanega na tiolne skupine. Večinoma je bila v koreninah prisotna 
vezava Hg z dvema tiolnima skupinama (Hg-(S-C)2) kot pri cisteinu (Hg-Cys). To so 
pokazali tudi Kodre in sod. (2017). Delež Hg-(S-C)2 je bil višji, če so rastline rasle brez 
dodanega Se. Prisotnost Se je povišala delež Hg(-N-C)2 ligandov. V primerjavi z gobami, 
kjer je bila vezava Hg prisotna v večjem deležu tetra-tiolne komponente (Kodre in sod., 
2017), je bil odstotek pri obeh izpostavitvah korenin navadnih sončnic pod 0,5 %. Analiza 
je pokazala tudi, da je bila vezava Hg na Se majhna, to je pod 1 %. 
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Preglednica 10: Strukturni parametri lokalne okolice Hg kationov, dobljeni z analizo EXAFS na koreninah 
navadne sončnice, gojene na hidroponski raztopini s Hg, brez (H) ali z dodanim Se (H/Se). Izračuni so bili 
narejeni z linearno kombinacijo štirih modelov EXAFS za lokalno okolico Hg atoma: di-tiolne, tetra-tiolne 
ter di-amino komponente in di-selenol Hg (Hg-(Se-C)2). Prikazani so deleži za posamezno lupino sosedov 
(to je deleži posameznih komponent Hg) v koreninah. Prosti parametri so relativni delež (skupna vsota 1) 
in majhni popravki za razdalje (R) sosedov od centralnega atoma Hg. Širina porazdelitve razdalj σ2 (Debye-
Waller faktor) od sosednjih atomov je bila ali fiksirana ali omejena. Ena zvezdica (*) označuje omejene 
vrednosti, dve zvezdici (**) pa fiksirane vrednosti. Amplitudni faktor S02 je bil fiksiran na vrednost 0,94, ki 
je bila določena na podlagi referenčnega vzorca Hg-cistein. Premik izhodišča energijske skale fotoelektrona 
E0 in r-faktor kot mera za kvaliteto fita sta podana na dnu tabele. Velikost napake zadnje števke je podana 
v oglatem oklepaju. 
Table 10: Best fit model of Hg L3-edge EXAFS spectra of common sunflower roots grown on Hg soils with 
(H/Se) or without (H) added Se, calculated from the linear combinations of four Hg model neighborhood 
complexes: di-thiol ligands, tetra-thiol ligands, di-amino ligands and HgSe complex. Varying parameters 
are the relative frequencies (adding up to 1) and the distances R of the neighbors from the central Hg atom. 
The widths of the distribution σ2 of the neighbor distances are mostly fixed or constrained. The effective 
zero energy of the photoelectron E0 is given, together with the quality-of-fit factor (r-factor). The values 
with asterisks (*) are restricted to a common values, double asterisks (**) denote fixed values. S02 is fixed 
at the value of 0,94, determined on a reference Hg-cysteine sample. The uncertainty of the last digit is given 
in parentheses. 
 
 korenine: H korenine: H/Se 
di-tiolna Hg komponenta: Hg-(S-C)2 
rel. freq. (S1) 0.83[6] 0.58[6] 
R (S1) [Å] 2.323* 2.323[9] 
σ2 (S1) [10-4Å2]  43* 43* 
tetra-tiolna Hg komponenta: Hg-(S-C)4 
rel. freq. (S2) 0.00 0.00 
R (S2) [Å] 2.478* 2.478* 
σ2 (S2) 10-4Å2] 85** 85** 
di-amino Hg komponenta: Hg-(N-C)2 
rel. freq. (N) 0.16[6] 0.38[8] 
R (N) [Å] 1.987* 1.987* 
σ2 (N) [10-4Å2] 66* 66* 
di-selenol Hg: Hg-(Se-C)2 
rel. freq. (Se) 0.01[1] 0.04[1] 
R (Se) [Å] 2.615* 2.615[10] 
σ2 (Se) [10-4Å2] 84* 84* 
E0 [eV] 0.97* 0.97* 
r-factor 0.022 0.0075 
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4.2  GLIVE 
 
4.2.1  Interakcije selena in živega srebra v glivah 
4.2.1.1 Glive iz narave 
Proučili smo vplive koncentracij nekaterih elementov v nabranih jesenskih gobanih iz 
Idrije ali neonesnaženih območjih. Ugotovili smo, da pri jesenskih gobanih iz Idrije 
koncentracija Se narašča z naraščanjem koncentracije Hg v miceliju, medtem ko 
koncentracija žvepla pada. Pri jesenskih gobanih iz neonesnaženih območij je 
koncentracija Se različna na intervalu koncentracij Hg v micelijih med 10 in 40 µg g-1 
suhe mase jesenskih gobanov. Pri slednjih so bile tudi koncentracije S najvišje (Slika 18).  
 
 
Slika 18: Koncentracije žvepla (S) in selena (Se) v odvisnosti od koncentracije živega srebra (Hg) v 
jesenskem gobanu B. edulis iz Idrije ali iz Hg neonesnaženega območja (NP). DW – suha biomasa. 
Figure 18: Sulfur (S) and selenium (Se) concentrations related to mercury (Hg) concentrations in B. edulis 
mushrooms, collected from Idrija or Hg uncontaminated site (NP). DW – dry biomass. 
 
4.2.1.2 Glive iz umetnih gojišč 
Proučili smo vpliv dodanega Se v odvisnosti od same vrste Hg v trdnem gojišču (HgS ali 
HgCl2) na razraščanje jesenskega (B. edulis) in črnega gobana (B. aereus) po površini 
gojišča, agarne plošče. Ugotovili smo, da je razraščanje micelija eksponentno padalo v 
odvisnosti od koncentracije Hg v gojišču. Dodatek Se v gojišče ni vplival na površino 
micelijev, razen pri kontroli, kjer je bila površina micelijev obeh gliv ob dodanem Se 
manjša. Inhibicija rasti je bila odvisna od vrste gobana Boletus spp., pri čemer se je 
pokazalo, da črni goban bolj uspešno kljubuje višjim koncentracijam Hg in se razrašča 
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bolj kot jesenski gobani. Za bolj strupeno obliko Hg smo na podlagi meritev označili 
HgCl2, saj je bila rast pri obeh vrstah gliv popolnoma inhibirana že pri 10 µM koncentraciji 
Hg. Rast na HgS je bila inhibirana pri višji koncentraciji, in sicer pri jesenskem gobanu 
med 10 µM in 100 µM. Pri črnem gobanu je bila rast še vedno prisotna pri koncentraciji 
Hg 100 µM (Preglednica 11). Razraščanje jesenskega (B. edulis) in črnega gobana (B. 
aereus) bodisi v kontrolnem gojišču bodisi v gojišču z 10 µM koncentracijo Hg v obliki 
HgS ali HgCl2, brez ali z dodanim Se, prikazujejo tudi slike micelijev (Priloga D).  
 
Preglednica 11: Površina micelijev, izpostavljenih različnim zvrstem Hg (HgS ali HgCl2), brez ali ob 
prisotnosti Se. Različne črke ob podatkih za posamezen parameter predstavljajo statistično značilne razlike 
med izpostavitvami (Duncanov post-hoc test, p<0,05). Vrednosti so prikazane kot povprečje ± SE (n=3-5).  
Table 11: Growth area of two Boletus species (B. aereus and B. edulis), grown on agarose media, spiked 
with different concentrations of Hg (either as HgS or as HgCl2), without or with presence of Se. Different 
letters represent statistically significant differences between treatments and plant species (Duncan's post-






HgS HgS + Se HgCl2 HgCl2 + Se 
Boletus 
aereus 
0 26,7 ± 0,83 g 18,7 ± 2,41 d 26,7 ± 0,83 g 18,7 ± 2,41 d 
2 23,6 ± 0,83 f 21,7 ± 3,11 ef  20,1 ± 1,58 de  20,6 ± 1,15 de 
10 14,3 ± 0,98 c 16,0 ± 0,01 c 0,60 ± 0,01 a 0,43 ± 0,04 a 
100 4,58 ± 0,26 b 3,62 ± 0,21 b 0,35 ± 0,02 a 0,25 ± 0,03 a 
Boletus 
edulis 
0 19,9 ± 3,22 c 14,8 ± 0,76 bc 19,9 ± 3,22 c 14,8 ± 0,76 bc 
2 10,5 ± 0,22 b 9,04 ± 0,41 b 0,67 ± 0,07 a 0,51 ± 0,09 a 
10 0,44 ± 0,01 a 0,45 ± 0,07 a 0,47 ± 0,07 a 0,26 ± 0,02 a 
100 0 a 0 a 0 a 0 a 
 
Vplive posameznih dejavnikov (zvrsti Hg v gojišču in dodatek Se) in njunih kombinacij 
na razraščanje micelijev smo prikazali v Preglednici 12. Zvrst Hg v gojišču je vplivala na 
razraščanje, medtem ko dodatek Se ni zmanjšal inhibitornega vpliva dodatka Hg v gojišču 
(Preglednica 12). 
 
Preglednica 12: Dejavniki, ki vplivajo na razraščanje micelija jesenskega gobana po trdnem gojišču, 
analizirani s faktorsko ANOVO. Predstavljene so statistične značilnosti izbranih dejavnikov in njihovih 
interakcij na privzem razraščanje (p-vrednosti, statistično značilne so v krepkem). 
Table 12: Factors affecting growth area of B. edulis mushrooms, as analysed by factorial ANOVA. The 
influence of the factors and their interactions with their significance on the fungal growth are presented (p-
values, significant in bold). 
 
dejavnik površina micelija 
zvrst Hg v gojišču (HgCl2 ali HgS) 0 
dodatek Se 0,314 
zvrst Hg * dodatek Se 0,509 
 
Rezultati gojenja gliv (bukov ostrigar in temno septirani endofit DSE 148) na tekočem 
gojišču ob koncentracijski odvisnosti od HgCl2 so pokazali, da je sveža biomasa (FW) 
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ostrigarjev pri nižjih koncentracijah Hg manjša kot pri DSE 148 kljub enaki začetni 
biomasi micelijev (Preglednica 13). Dodatek Se je pokazal težnjo manjše sveže biomase 
micelija pri obeh vrstah glive za posamezno koncentracijo Hg. V splošnem so na svežo 
maso micelija vplivali vsi dejavniki (vrsta glive, koncentracija Hg v gojišču in dodatek 
Se) ter njihove kombinacije, z izjemo kombinacije koncentracije Hg z dodatkom Se in 
kombinacije vseh treh parametrov z verjetnostjo p<0,01 (Preglednica 14). 
 
Preglednica 13: Sveže mase (FW) bukovih ostrigarjev (Pleurotus ostreatus), gojenih na tekočih gojiščih z 
različnimi koncentracijami Hg, brez ali ob prisotnosti Se. Različne črke ob podatkih za posamezen 
parameter predstavljajo statistično značilne razlike med izpostavitvami (Duncanov post-hoc test, p<0,05). 
Vrednosti so prikazane kot povprečje ± SE (n=3). 
Table 13: Fresh biomas (FW) of P. ostreatus fungi, grown in liquid medium at different concentrations of 
HgCl2, without or with added Se. Different letters represent statistically significant differences between 
treatments and plant species (Duncan's post-hoc test, p<0,05). Average ± SE (n=3). 
 
 koncentracija Hg 
[µM] 
HgCl2 HgCl2 + Se 
P. ostreatus 
0 0,293 ± 0,169 cd 0,269 ± 0,155 bc 
10 0,287 ± 0,166 bc 0,260 ± 0,150 b 
50 0,267 ± 0,154 bc 0,211 ± 0,122 a 
DSE 148 
0 0,369 ± 0,213 f 0,350 ± 0,202 f 
10 0,316 ± 0,182 de 0,322 ± 0,186 e 
50 0,213 ± 0,123 a 0,199 ± 0,115 a 
  
Preglednica 14: Dejavniki, ki vplivajo na svežo maso bukovih ostrigarjev in DSE 148 v tekočih gojiščih, 
analizirani s faktorsko ANOVO. Predstavljene so statistične značilnosti izbranih dejavnikov in njihovih 
interakcij na privzem biomaso micelijev (p-vrednosti, statistično značilne so v krepkem). 
Table 14: Factors affecting micelium fresh biomass in P.ostreatus and DSE 148 mushrooms grown in liquid 
medium, as analysed by factorial ANOVA. The influence of the factors and their interactions with their 
significance on the fungal biomass (p-values, significant in bold). 
 
dejavnik FW 
vrsta glive < 0,001 
koncentracija Hg v gojišču < 0,001 
dodatek Se < 0,001 
vrsta glive * koncentracija Hg < 0,001 
vrsta glive * dodatek Se < 0,001 
koncentracija Hg * dodatek Se 0,018 
vrsta glive * koncentracija Hg * dodatek Se 0,197 
 
 
4.2.2  Privzem in biodostopnost živega srebra v glive 
4.2.2.1 Glive iz narave 
Glive, nabrane v naravi, in sicer na s Hg neonesnaženih območjih in na s Hg-onesnaženem 
območju Idrije so pokazale, da se koncentracije Hg v glivah, ki so bile nabrane v 
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neonesnaženih območjih, gibljejo med 2 in 10 mg kg-1 suhe mase ter med 14 in 103 mg 
kg-1 suhe mase za tiste iz Idrije. Koncentracije so se razlikovale tudi glede na starost glive 
(mladi ali stari jurčki) in pa vrsto. Prav tako so se razlike pokazale v izmerjenih 
koncentracijah Se v glivah. Najvišje izmerjene so bile v kozjenogem mesnatovcu iz 
neonesnaženih območij, in sicer so dosegle 460 mg kg-1 suhe biomase gobe (Preglednica 
15). 
 
Preglednica 15: Koncentracije živega srebra in selena v betih in klobukih različnih gliv, nabranih v 
neonesnaženih območjih (NP) po Sloveniji in na s Hg-onesnaženem območju Idrije. Koncentracije so bile 
pomerjene z ICP-MS (povprečje ± SE, n=2-5). 
Table 15: Mercury and selenium concentrations in mushroom caps and stipes collected at non-polluted 
(NP) sites across Slovenia and a Hg-polluted site in Idrija, measured by ICP-MS (mean  SE, n=2-5). 
 
vrsta glive   Hg (mg kg-1 DW) Se (mg kg-1 DW) 
B. edulis 
NP 
klobuk – mlad (n=4) 10,0 ± 3,49 44,7 ± 1,14 
bet – star (n=5) 5,79 ± 1,36 47,5 ± 3,50 
klobuk – star (n=5) 2,85 ± 0,64 29,4 ± 2,41 
Hg-onesnaženo 
(Idrija) 
klobuk – mlad (n=2) 103 ± 7,60 32,0 ± 3,4 
bet – star (n=2) 69,0 ± 14,8 28,2 ± 10,9 
klobuk – star (n=2) 14,7 ± 3,40 14,4 ± 1,90 
B. aereus 
NP 
bet – star (n=2) 5,55 ± 0,15 45,6 ± 10,5 
klobuk – star (n=2) 2,59 ± 0,27 27,2 ± 5,05 
Hg-onesnaženo 
(Idrija) 
bet – star 39,3 ± 5,65 9,65 ± 1,85 
klobuk – star 20,1 ± 2,00 10,0 ± 0,45 
Scutiger pes-caprae NP 
cel – mlad (n=2) 92,6 ± 18,4 464 ± 12,2 
cel – star (n=2) 41,9 ± 2,25 246 ± 61,0 
 
4.2.2.2 Glive iz umetnih gojišč 
 
Privzem Hg v umetno gojenih glivah je naraščal z naraščanjem koncentracije Hg v obliki 
HgCl2 v trdnem ali tekočem gojišču. Privzem Hg v glive se je zmanjšal ob dodatku Se v 
gojišče, z izjemo bukovega ostrigarja (Pleurotus ostreatus), kjer se je privzem sicer 
povečal, a ni bil statistično značilno različen. Prav tako se je povečal privzem Hg v 
jesenske gobane B. edulis ob dodatku Se v trdno gojišče s HgS. Bioakumulacijski faktorji 
za Hg pri jesenskem gobanu B. edulis so bili v umetno onesnaženih gojiščih s HgCl2 deset 
(za HgS) do oseindvajsetkrat (za HgCl2) večji v primerjavi z naravno onesnaženimi 
območji Idrije, saj so glive v gojiščih slabo rasle, koncentracije Hg pa so bile višje glede 
na naravno okolje (Preglednica 16). Sicer so tudi v naravi bioakumulacijski faktorji pri 
mladih gobah višji, ker so v micelijih prisotne višje koncentracije Hg. Z rastjo micelijev 
gliv se navadno koncentracije znižajo, kar smo pokazali tudi v prejšnjem poglavju 
(Preglednica 15). 
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Preglednica 16: Koncentracije Hg in pripadajoči bioakumulacijski faktorji (BAF) za Hg glede na gojišče, 
v katerem je rasla gliva. Gojišča so vsebovali eno od dveh zvrsti Hg: HgS ali HgCl2 pri različnih 
koncentracijah in brez ali z dodanim Se.  
Table 16: Mercury concentrations and bioaccumulation factors (BAF) for Hg according to the medium in 
which the fungi were grown. The medium contained different concentrations of HgS or HgCl2, without or 
with added Se. 
 
vrsta glive gojišče oblika Hg Hg (mg kg-1 DW) BAF Hg 
B. aereus / Hg-onesnaženo (Idrija) 30 ± 1 0,30 ± 0,01 
B. edulis / Hg-onesnaženo (Idrija) 43 ± 2 0,43 ± 0,02 
B. edulis 
trdno  
(10 mg kg-1) 
HgS 58 ± 4 4,30 ± 0,10 
HgS + Se 78 ± 5 7,80 ± 0,50 
HgCl2 135 ± 5 11,9 ± 1,00 
HgCl2 + Se 94 ± 8 8,40 ± 0,40 
Cadophora sp. tekoče 
10 µM HgCl2 248 ± 13 91,1 ± 4,6 
50 µM HgCl2 361 ± 39 26,6 ± 2,9 
10 µM HgCl2 + Se 163 ± 13 60,1 ± 4,8 
50 µM HgCl2 + Se 353 ± 150 26,0 ± 11,0 
P. ostreatus tekoče 
10 µM HgCl2 234 ± 18 86,2 ± 6,6 
50 µM HgCl2 557 ± 109 41,0 ± 8,1 
10 µM HgCl2 + Se 254 ± 93 93,4 ± 14,0 
50 µM HgCl2 + Se 639 ± 178 47,0 ± 13,1 
 
Primerjava dejavnikov, ki so vplivali na privzem in bidostopnost, torej bioakumulacijski 
faktor BAF, Hg v glivne micelije, gojene v tekočih gojiščih, je pokazala, da je nanju 
statistično značilno vplivala tako vrsta glive (bukov ostrigar ali DSE 148) kot 
koncentracija Hg v gojišču. Na privzem Hg je vplival dodatek Se, medtem ko na 
bioakumulacijski faktor ni. Katerakoli kombinacija dejavnikov, kjer je bil dodatek Se eden 
izmed upoštevanih dejavnikov, statistično značilno ni prispeval k proučevanima 
lastnostima (Preglednica 17). 
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Preglednica 17: Dejavniki, ki vplivajo na koncentracijo Hg v bukovih ostrigarjih in DSE 148 in na 
biodostopnost Hg iz gojišča (BAF), analizirani s faktorsko ANOVO. Predstavljene so statistične značilnosti 
izbranih dejavnikov in njihovih interakcij na privzem Hg v micelij in BAF Hg (p-vrednosti, statistično 
značilne so v krepkem). 
Table 17: Factors affecting Hg concentrations in P. ostreatus and DSE 148 mushrooms and the 
bioaccumulation of Hg from the medium (BAF), as analysed by factorial ANOVA. The influence of the 
factors and their interactions with their significance on the fungal Hg uptake and Hg bioavailability are 
presented (p-values, significant in bold). 
  
dejavnik Hg (mg kg-1 DW) BAF Hg 
vrsta glive < 0,001 0,016 
koncentracija Hg v gojišču 0,013 < 0,001 
dodatek Se < 0,001 0,452 
vrsta glive * koncentracija Hg 0,535 0,043 
vrsta glive * dodatek Se 0,129 0,114 
koncentracija Hg * dodatek Se 0,221 0,655 
vrsta glive * koncentracija Hg * dodatek Se 0,865 0,125 
 
4.2.2.3 Postopki obdelave gliv 
 
Postopki obdelave gliv (bodisi kuhanje v destilirani vodi (K) ali 9 % ocetni kislini (O) 
bodisi sušenje (L)), nabranih iz narave ali umetno gojenih v tekočem ali trdnem gojišču, 
so pokazali nekatere razlike. Postopka obdelave K in O sta pri gobah iz narave pokazala 
izplavljanje elementov Hg in Se iz micelijev pri kozjenogem mesnatovcu (S. pes-caprae). 
Na HgCl2 + Se gojiščih gojeni jesenski gobani B. edulis, so vsebovali statistično značilno 
nižje koncentracije Hg po postopkih obdelave K in L glede na iste postopke obdelave 
jesenskih gobanov iz HgCl2 gojišča brez dodanega Se. Prav tako so bile koncentracije Hg 
nižje pri posušenih (L) jesenskih gobanih, gojenih na HgS v primerjavi s HgS + Se 
(Studentov t-test, p<0,05). Najnižjo koncentracijo Hg smo izmerili pri L posušenih 
jesenskih gobanih iz HgS trdnega gojišča (Preglednica 15). 
 
Vzorec naraščanja koncentracij Hg v micelijih gliv iz trdnih gojišč je sledil naslednjemu 
trendu  naraščanja, ne glede na postopke obdelave. Od najnižje proti najvišji koncentraciji 
Hg v glivi so si sledili HgS ≤ HgS + Se < HgCl2 + Se < HgCl2. Samo prva in zadnja sta 
bili pri L statistično značilno različni (Studentov t-test, p<0,05; Preglednica 18). 
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Preglednica 18: Koncentracije živega srebra in selena po različnih postopkih obdelave v naravi nabranih 
jesenskih gobanih (B. edulis) iz Idrije in kozjenogega mesnatovca (S. pes-caprae) ), nabranega na 
neonesnaženem območju (NP). Na umetno onesnaženih gojiščih (HgS ali HgCl2) brez ali z dodanim Se smo 
gojili jesenske gobane (B. edulis). Koncentracije so prikazane kot povprečje ± SE (n=3). Zvezdica (*) 
označuje statistično značilno razliko glede na ostali dve obliki obdelave gliv (Studentov t-test, p<0,05). 
Križec (†) označuje statistično značilno razliko iste izpostavitve Hg, brez ali z dodanim Se in istim 
postopkov obdelave glive – K, O ali L (Studentov t-test, p<0,05). 
Table 18: Mercury and selenium concentrations in processed mushrooms collected at non-polluted (NP) 
sites across Slovenia and a Hg-polluted site in Idrija, or grown (B. edulis) in artificially contaminated 
medium (HgS or HgCl2) without or with added selenium. Concentrations are shown as mean  SE (n=3). 
Asterisk (*) is written where statistical difference occurs compared to other two ways of processing (Student 
t-test, p<0,05). Cross (†) is written where statistical difference occurs among compared Hg treatment 
without or with added Se, being processed in the same way as either K, O or L (Student t-test, p<0,05). 
 
vrsta glive  obdelava Hg (mg kg-1 DW) Se (mg kg-1 DW) 
Scutiger pes-caprae NP 
K (n=3) 87 ± 2 266 ± 2 
O (n=3) 72 ± 4* 177 ± 6* 




K (n=3) 78 ± 3 28 ± 3 
O (n=3) 80 ± 14 33 ± 3 
L (n=3) 103 ± 34 41 ± 24 
B. edulis 
HgS 
K (n=3) 58 ± 4 LOD 
O (n=3) 49 ± 2 LOD 
L (n=3) 43 ± 1* LOD 
HgS+Se 
K (n=3) 54 ± 5 44 ± 3 
O (n=3) 54 ± 3 46 ± 2 
L (n=3) 78 ± 5* † 64 ± 3 
HgCl2 
K (n=3) 135 ± 5 † LOD 
O (n=3) 128 ± 2 LOD 
L (n=3) 119 ± 10 † LOD 
HgCl2+Se 
K (n=3) 94 ± 8 33 ± 4 
O (n=3) 105 ± 8 47 ± 4 
L (n=3) 84 ± 4 53 ± 2 
 
 
Dejavniki, ki so vplivali na privzem Hg v jesenske gobane, gojene na trdnih gojiščih, so 
bili: oblika Hg (HgCl2 ali HgS), dodatek Se ter njune kombinacije. Postopki obdelave 
glivnih micelijev (K, O ali L) kot takšni niso pokazali razlik znotraj gojenja gliv na istem 
tipu gojišča, kar se vidi tudi iz preglednice (Preglednica 19). V kombinaciji s prej 
omenjenimi dejavniki pa so razlike v koncentracijah Hg v glivah statistično značilne. 
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Preglednica 19: Dejavniki, ki vplivajo na koncentracijo Hg v jesenskih gobanih, analizirani s faktorsko 
ANOVO. Predstavljene so statistične značilnosti izbranih dejavnikov in njihovih interakcij na privzem Hg 
v micelij (p-vrednosti, statistično značilne so v krepkem). 
Table 19: Factors affecting Hg concentrations in B. edulis mushrooms, as analysed by factorial ANOVA. 
The influence of the factors and their interactions with their significance on the fungal Hg uptake are 
presented (p-values, significant in bold). 
 
dejavnik Hg (mg kg-1 DW) 
zvrst Hg (HgCl2 ali HgS) < 0,001 
postopek obdelave (K/O/L) 0,557 
dodatek Se 0,003 
zvrst Hg * postopek obdelave 0,153 
zvrst Hg * dodatek Se < 0,001 
postopek obdelave * dodatek Se 0,027 
zvrst Hg * postopek obdelave * dodatek Se 0,027 
 
4.2.3  Vezavne oblike živega srebra v glivah 
4.2.3.1 Glive iz narave 
Rezultati analize bližnje strukture rentgenskih absorpcijskih robov (XANES) so pokazali, 
da so možni trije kandidati za vezavo Hg: Hg-cistein, Hg-Fung (model za tetra-tiolno 
koordinacijo) in HgSe. Povišane koncentracije Hg v glivah so zvišale delež koordinacije 
Hg, ki sta jo najbolje opisala spektra Hg-Fung in HgSe. V neonesnaženih območjih je bilo 
v rastlinah več Hg vezanega v obliki komponente Hg-cistein (Preglednica 20). Podobno 
kot pri rastlinah, Hg-Fung predstavlja koordinacijski model, ki je podoben tetra-tiolni 
komponenti (npr. metalotioneini, fitokelatini). 
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Preglednica 20: Relativni deleži (izraženi v odstotkih, %) XANES spektrov referenčnih komponent Hg-
cistein (referenca predstavlja 84 % koordinacije v Hg-(S-R)2 in 16 % koordinacije v Hg-(N-R)2), Hg-Fung 
(gliva DSE 148, gojena na gojišču s HgCl2 s koordinacijami Hg: 64 % kot Hg-(S-R)4, 24 % kot Hg-(N-R)2 
in 13 % kot Hg-(S-R)2) ter HgSe, ki najboljše opišejo posamezen spekter XANES na Hg robu L3 v 
posameznih glivah z linearno kombinacijo. Negotovost zadnje številke je podana v oklepaju. NP – glive iz 
neonesnaženih območij, Idrija – glive, nabrane na Hg onesnaženem območju. 
Table 20: Relative amounts (%) of the reference compounds Hg-cistein (Hg-cysteine; 84 % of Hg-(S-R)2 
and 16 % Hg-(N-R)2 coordination), Hg-Fung (fungus cultured in the presence of HgCl2 with 64 % of Hg-
(S-R)4, 24 % of Hg-(N-R) and 13 % of Hg-(S-R) coordination) and HgSe that describe the best linear 
combination of fits for each Hg L3-edge XANES spectrum measured on mushrooms. Uncertainty of the fit 
is in brackets. NP – mushrooms collected at non-polluted sites, Idrija – mushrooms collected at Hg 
contaminated site. 
 
vzorec Hg-cistein (%) Hg-Fung (%) HgSe 
S. pes-caprae, cel, NP 34 3] 59 4] 7 2] 
B. edulis, bet, NP 40 3] 52 4] 8 2] 
B. edulis, klobuk, NP 54 7] 46 7] 0 
B. edulis, klobuk, Idrija 21 3] 66 4] 13 2] 
B. aereus, klobuk, Idrija 15 9] 68 7] 17 4] 
 
Analiza vezavnih oblik Hg (spektri podaljšane fine strukture rentgenskih absorpcijskih 
robov (EXAFS) na Hg robu L3) v glivah, nabranih na neonesnaženih območjih (NP) in na 
območju Idrije, je pokazala, da so od štirih komponent, vključenih v linerano kombinacijo, 
glavne strukture okoli Hg atomov tri. Te tri okolice Hg atoma so: di-tiolna (Hg-(S-R)2, 
43-82 %), di-selenolna (Hg-(Se-R)2, 13-35 %) in tetra-tiolna (Hg-(S-R)4, 12-20 %) Hg 
komponenta. Deleži zadnjih dveh so naraščali z naraščanjem koncentracij Hg v glivah. 
Natančne vrednosti so podane v Preglednici 21. Prosti parametri v analizi so bili relativne 
frekvence (skupna vsota 1) in razdalje sosedov od centralnega atoma Hg. Ostali parametri, 
npr. širina porazdelitve σ2 (Debye-Waller faktor) od sosednjih atomov in redukcijski 
faktor So
2, so bili ali fiksirani ali omejeni. 
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Preglednica 21: Relativni deleži (izraženi v odstotkih, %) XANES spektrov referenčnih Hg komponent, ki 
najbolje opišejo spektre XANES pomerjene na jesenskih gobanih in kozjenogem mesnatovcu, nabranih na 
neonesnaženem (NP) ali na Hg-onesnaženem (Idrija) območju, pridobljenih z linearno kombinacijo 4 
modelnih okolij sosedov Hg: di-tiolni (Hg-(S-R)2) in tetra-tiolni (Hg-(S-R)4,) ligandi, di-amino ligandi (Hg-
(N-R)2), di-selenolni ligandi (Hg-(Se-R)2). Na koncu preglednice se nahajajo pripadajoče koncentracije Hg 
in Se v micelijih. 
Table 21: Best fit Linear combination model of Hg L3-edge XANES spectra of two different mushrooms 
(B. edulis and S. pes-caprae), calculated from the linear combinations of four Hg model neighborhood 
environments: di-thiol ligands: Hg-(S-R)2, tetra-thiol ligands: Hg-(S-R)4, di-amino ligands: Hg-(N-R)2, and 















di-tiolni Hg: Hg-(S-R)2 54 ± 6 63 ± 7 82 ± 6 43 ± 7 
tetra-tiolni Hg: Hg-(S-R)4 13 ± 8 12 ± 9 0 19 ± 8 
di-amino Hg komponenta Hg-(N-R)2 ali 
Hg komponenta z dvema N v 
heterocikličnem aminu 
0 13 ± 10 0 13 ± 10 
di-selenol Hg: Hg-(Se-R)2 35 ± 18 13 ± 9 0 28 ± 17 
Hg (µg g-1 DW) 41,9 ± 2,3 2,90 ± 0,60 5,80 ± 1,40 69,0 ± 14,8 
Se (µg g-1 DW) 246 ± 61,0 29,4 ± 2,40 47,5 ± 3,50 28,2 ± 10,9 
 
4.2.3.2 Glive iz umetnih gojišč 
Ugotovili smo, da se vezavna oblika Hg v micelijih gliv, gojenih v trdnih gojiščih, 
onesnaženih s HgCl2 ne razlikuje glede na vrsto glive. So pa razlike opazne med glivami, 
gojenimi v gojišču s HgCl2 ali HgS. Komponente, v katere je vezano Hg pri glivah iz 
gojišča s HgCl2, so bile sledeče: večina je bila vezana v tetra-tiolno koordinacijo (Hg-(S-
R)4), nekaj pa ga je bilo v di-amino (Hg-(N-R)2) in di-tiolni (Hg-(S-R)2) koordinaciji. 
Deleži omenjenih komponent v odstotkih so sledeči: 64 ± 7 % Hg je vezanega v tetra-
tiolno Hg komponento, 24 ± 9 % Hg je vezanega v di-amino komponento in 13 ± 7 % v 
di-tiolno komponento (Kodre in sod., 2017). 
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4.3  ŽIVALI 
 
4.3.1  Interakcije selena in živega srebra v živalskih tkivih 
4.3.1.1 Živali, hranjene z rastlinsko hrano  
Med izvedbo poskusov s hranjenjem polžev smo opazili povečano izogibanje hrani, ki je 
vsebovala več Se. Rezultat izogiba bi lahko bil tudi pogin polža. Od 73 polžev, hranjenih 
s Hg izpostavljenimi rastlinami, je poginil 1 (1,4 %). Od tistih, hranjenih z rastlinami v 
kombinaciji Hg in Se pa so od 73 polžev poginili 3 (4,0 %). 
 
Pri preživelih polžih, hranjenih z rastlinami, ki so rasle na idrijski zemlji ob listnem 
škropljenju s Se (i/Se), ni bilo statistično značilnih razlik v fizioloških parametrih organov 
(hepatopankreas in mišica) polžev v primerjavi s tistimi, ki so uživali rastline brez 
dodanega Se (i). Kljub temu smo pri polžih, ki so se prehranjevali z rastlinami i/Se opazili 
težnjo večjih suhih ali svežih biomas organov oziroma večjih vsebnosti vode v njih. 
Nasprotno se je stopnja prehranjevanja pri zeleni solati in tatarski ajdi ob prisotnosti Se 
znižala. Naraščanje stopnje prehranjevanja je povečalo stopnjo rasti polžev. Učinki 
izogibanja prehranjevanju z rastlinami, ki so rasle na umetno onesnaženi zemlji, so se ob 
hkratni prisotnosti Hg in Se (H/Se) statistično značilno omilili pri koruzi in oljni ogrščici 
kot virom hrane. Posledično je bila tudi stopnja rasti polžev višja. Slednja je bila višja tudi 
pri NA H/Se (Preglednica 22). 
 
Zmanjšanje prehranjevanja se je odrazilo v manjši sveži in suhi biomasi hepatopankreasa, 
vendar ne na račun vsebnosti vode v hepatopankreasu. Navedeno velja tudi za mišice 
polžev, z izjemo tistih, ki so bili hranjeni z navadno ajdo, navadno sončnico in oljno 
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Preglednica 22: Fiziološke lastnosti polžev, hranjenih z različnimi rastlinami, ki so rasle ali na zemlji iz 
Idrije (i) ali pa na umetno onesnaženi zemlji s HgCl2 (H), brez ali s hkratnim listnim škropljenjem s Se 
(H/Se in i/Se). Legenda: HP – hepatopankreas; M – mišica; FW – sveža biomasa; DW – suha biomasa; 
WC – vsebnost vode; FR – stopnja prehranjevanja; GR – stopnja rasti. Zvezdica (*) označuje statistično 
značilno razliko med odsotnostjo ali dodatkom Se znotraj prehranjevanja z isto rastlinsko vrsto iz istega 
rastišča (H ali i) (Studentov t-test, p<0,05).  
Table 22: Physiological traits of slugs, fed with different plants, grown on soils from Idrija (i) or on 
artificially spiked soil with HgCl2 (H), without or with foliarly applied Se (H/Se and i/Se). Legend: HP – 
hepatopancreas; M – muscle; FW – fresh biomass; DW – dry biomass; WC – water content; FR – feeding 
rate; GR – growth rate. Asterisk (*) marks differences between the absence or presence of Se in the plant 
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Koncentracije kalcija v hepatopankreasu so pokazale logaritemsko odvisnost od vsebnosti 
Hg v hepatopankreasu, tako pri uživanju rastlin brez dodanega Se (H), kot rastlin, 




Slika 19: Koncentracija kalcija (Ca) v polžjem HP v odvisnosti od vsebnosti Hg v HP, brez (H) ali z 
dodanim Se (H/Se) v rastlinski hrani. 
Figure 19: Calcium concentrations in slug HP in correlation to Hg content in slug HP in two different 
variables – slugs consumed plant food without (H) or with added Se (H/Se).  
 
Skupni pregled dejavnikov, ki so vplivali na fiziološke parametre polžev, hranjenih z 
različnimi kombinacijami rastlin in dodatka Se, vzgojenimi na H ali i substratu, so 
pokazali, da nanje vpliva vrsta rastline, s katero so bili hranjeni, ter kombinacija rastline 
in listnega škropljenja s Se (Preglednica 23). Podrobnejši pregled dejavnikov je pokazal, 
da kombinacije rastlin in Se statistično značilno vplivajo na stopnjo prehranjevanja in 
rasti, svežo in suho biomaso mišic ter vsebnost vode v hepatopankreasu in mišicah polžev, 
če so bile rastline gojene na H substratu (Preglednica 24a; p<0,001). Nasprotno, 
prehranjevanje s kombinacijo rastlin, gojenih na i substratu, in dodajanje Se vpliva samo 
na stopnjo prehranjevanja polžev (Preglednica 24b; p<0,001). 
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Preglednica 23: Dejavniki, ki vplivajo na fiziološke parametre polžev, analizirani s faktorsko ANOVO. 
Predstavljene so statistične značilnosti izbranih dejavnikov in njihovih interakcij na omenjene lastnosti pri 
prehranjevanju z rastlinami, ko so rasle ali na HgCl2 ali na idrijski zemlji (p-vrednosti, statistično značilne 
so v krepkem). 
Table 23: Factors affecting physiological traits slugs, as analysed by factorial ANOVA. The influence of 
the factors and their interactions with their significance on the Hg contents are presented (p-values, 
significant in bold). Slugs fed with plants grown on a) H substrate (HgCl2) or b) i substrate (Idrija). 
 
 
 a) HgCl2 b) Idrija 
vrsta rastline < 0,001 0,063 
škropljenje s Se < 0,001 0,479 
vrsta rastline * škropljenje s Se < 0,001 0,276 
 
Preglednica 24: Diskriminantne spremenljivke odziva polžev na prehranjevanje z različnimi rastlinami, 
gojenimi na: a) zemlji, umetno onesnaženi s HgCl2 (10 skupin – solata, koruza, NA, ogrščica ali sončnica, 
vsaka v kombinaciji brez ali s Se) ali b) zemlji iz Idrije (6 skupin – solata, NA, TA, brez ali s Se), s postopno 
linearno diskriminantno analizo. Odebeljene črke in številke predstavljajo statistično značilen vpliv 
spremenljivk (p<0,05). FR – stopnja prehranjevanja; GR – stopnja rasti; FW – sveža biomasa; DW – suha 
biomasa; WC – vsebnost vode; HP – hepatopankreas; M – mišica. 
Table 24: Discriminant variables of slug response to feeding with plants grown on a) HgCl2 contaminated 
soil (10 groups – lettuce, maize, NA, oilseed rape or sunflower, each without or with foliarly added Se), or 
b) grown on Idrija soil (6 groups – lettuce, NA and TA, each without or with foliarly added Se), with the 
stepwise linear discriminant analysis. Letters and numbers in bold represent statistically significant variables 
(p<0.05). FR – feeding rate; GR – growth rate; FW – fresh biomass; DW – dry biomass; WC – water 
content; HP – hepatopancreas; M – muscle. 
 
a) HgCl2 F p  b) Idrija F p 
FR 5,30 0,0004  FR 13,1 <0,0001 
GR 6,87 <0,0001  GR 0,83 0,54 
FW HP 3,09 0,012  FW HP 0,87 0,51 
FW M 25,7 0  FW M 0,36 0,87 
DW HP 1,88 0,101  DW HP 1,32 0,28 
DW M 14,1 0  DW M 3,48 0,01 
WC HP 14,9 0  WC HP 1,83 0,14 
WC M 207 0  WC M 1,96 0,11 
 
4.3.1.2 Živali, hranjene z glivami iz narave 
Izogibanja prehranjevanju z glivami iz narave nismo opazili, kljub nezanemarljivim 
vsebnostim Se v njih. Noben polž ni poginil (Preglednica 26). Zelo jasno se je pokazala 
odvisnost vsebnosti Hg v hepatopankreasu polžev od vsebnosti Se v hrani. Z naraščanjem 
Se v hrani je vsebnost Hg v hepatopankreasu padala. Hkrati pa je s padanjem Hg v 
hepatopankreasu naraščala stopnja rasti polžev (Slika 19).  
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Slika 20: Linearna odvisnost rasti polža (GR) in logaritemska odvisnost vsebnosti Hg v HP [µg HP-1] glede 
na vsebnost Se v pojedeni hrani – gobah [µg]. Rast je prikazana s črnimi krogci in trendna črta s črno 
črtkano. Vsebnosti Hg v HP so pikazane s sivimi karami, trendna črta je siva črtkana. Vsebnost Hg in GR 
sta prikazani na logaritemski osi. 
Figure 20: A linear correlation of slug growth rate (GR) anf logarithmic correlation of Hg content in slug 
HP [µg HP-1] to the Se content in the ingested mushrooms [µg]. Black circles with black dashed trendline 
represent GR. Mercury content in HP is presented with gray diamonds and a gray dashed trendline. Mercury 
contents and GR are presented on logarithmic scale. 
 
Vplive Se na učinke Hg smo ovrednotili z diskriminantnimi spremenljivkami odziva 
polžev na prehrano z gobami, gojenimi na Hg in/ali Se oziroma obdelanimi z različnimi 
postopki predhodne obdelave (K, O ali L), in sicer s postopno linearno diskriminantno 
analizo. Vpliv same obdelave v naravi nabranih jesenskih gobanov B. edulis se je odrazil 
z vplivom na stopnjo rasto ter na spremenljivke, povezane s hepatopankreasom 
(Preglednica 25). Lokacija nabranih jesenskih gobanov (3 skupine - Dragomer, 
Hotedršica, Idrija) je poleg vpliva na privzem in biodostopnost Hg vplivala samo na 
stopnjo rasti (p=0,0036).  
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Preglednica 25: Diskriminantne spremenljivke odziva polžev na prehranjevanje z a) različno obdelanimi 
jesenskimi gobani (6 skupin - K, O ali L v kombinaciji brez ali s Se), nabranimi v Idriji, ali b) različno 
obdelanimi bukovimi ostrigarji, ki so bile predhodno gojene v gojišču brez ali s Se (2 skupini), s postopno 
linearno diskriminantno analizo. Odebeljene črke in številke predstavljajo statistično značilen vpliv 
spremenljivk (p<0,05). FR – stopnja prehranjevanja; GR – stopnja rasti; FW – sveža biomasa; DW – suha 
biomasa; WC – vsebnost vode; HP – hepatopankreas; M – mišica. 
Table 25: Discriminant variables of slug response to feeding with a) mushrooms (B. edulis) from Idrija, 
that were processed in one of the ways (3 groups – K, O or L), or b) differently processed mushrooms (P. 
ostreatus) grown in the medium without or with Se (2 group), with the stepwise linear discriminant analysis. 
Letters and numbers in bold represent statistically significant variables (p<0,05). FR – feeding rate; GR – 
growth rate; FW – fresh biomass; DW – dry biomass; WC – water content; HP – hepatopancreas; M – 
muscle. 
 
a) jesenski goban F p  b) bukov ostrigar F p 
FR 2,49 0,118  FR 1,18 0,284 
GR 4,91 0,024  GR 4,80 0,034 
FW HP 9,17 0,003  FW HP 4,31 0,044 
FW M 1,27 0,311  FW M 7,95 0,007 
DW HP 9,73 0,002  DW HP 4,11 0,049 
DW M 2,31 0,136  DW M 1,90 0,176 
WC HP 10,7 0,002  WC HP 10,7 0,002 
WC M 3,03 0,081  WC M 3,03 0,081 
 
Rezultati so pokazali povečano koncentracijo malondialdehida pri polžih, ki so bili 
hranjeni z jesenskimi gobani iz Idrije, kar nakazuje povišano stopnjo stresa v tem organu. 
Polži, ki so bili hranjeni z jesenskimi gobani iz neonesnaženih območij, so bili manj 
prizadeti (Slika 20). 
 
 
Slika 21: Stopnja malondialdehida (MDA) kot pokazatelja stopnje stresa v polžjem hepatopankreasu (HP) 
pri različnih vsebnostih Hg v HP (µg organ-1). 
Figure 21: Malondialdehyde (MDA) levels as indicator of stress in slug hepatopancreas (HP) at different 
Hg contents in HP (µg organ-1).  
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4.3.2.2 Živali, hranjene z glivami iz umetnih gojišč 
 
Podobno kot hranjenje z rastlinami, ki so vsebovale Se, je hranjenje z umetno gojenimi 
bukovimi ostrigarji na gojišči s Se pri polžih povzročilo odpor do hrane. Od skupno 25 
polžev, ki so dobivali s Se obogateno hrano, sta poginila 2 (8,0 %) (Preglednica 26).  
 
Pri preživelih polžih, hranjenih z umetno gojenimi glivami DSE 148 ali bukovimi 
ostrigarji, pomerjeni parametri (sveže in suhe biomase ter vsebnost vode v 
hepatopankreasu in mišicah, stopnja prehranjevanja in stopnja rasti, smrtnost, 
koncentracija Ca v HP in M) večinoma niso bili statistično značilno različni. Najslabša 
rast polžev je bila dosežena pri prehranjevanju z O procesiranimi ostrigarji in DSE 148 ob 
prisotnosti Se. Med ostrigarji so bile v teh polžih koncentracije in vsebnosti v 
hepatopankreasu najvišje, medtem ko je prisotnost Se pri uživanju s Hg onesnažene DSE 
148 pokazalo težnjo zmanjšanja koncentracij in vsebnosti Hg v organih (Preglednica 26). 
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Preglednica 26: Fiziološke lastnosti polžev, hranjenih z gobami, ki so bile ali nabrane v naravi (s Hg 
neonesnaženo območje NP Dragomerja (Dra.) ali Hotedršice (Hot.) oziroma s Hg onesnaženo območje 
(Idrija)) ali pa gojene v gojiščih z izpostavljenostjo Hg in/ali Se. Glive so bile pred hranjenjem obdelane z 
enim izmed različnih postopkov obdelave (K, O ali L). FR – stopnja prehranjevanja; GR – stopnja rasti; HP 
– hepatopankreas; M – mišica; FW – sveža biomasa; DW – suha biomasa; WC – vsebnost vode; BM – masa 
polža. 
Table 26: Physiological traits of slugs, fed with mushrooms from the nature or grown in Hg and/or Se 
contaminated medium. FR – feeding rate; GR – growth rate; HP – hepatopancreas; M – muscle; FW – fresh 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































                                                                                                                      se nadaljuje 
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4.3.2 Privzem in biodostopnost živega srebra iz rastlin, gojenih na različnih 
substratih 
Koncentracije (µg g-1), vsebnosti (µg) in pripadajoča biodostopnost Hg za polžji 
hepatopankreas in mišico pri prehranjevanju z različnimi vrstami rastlin, ki so bile gojene 
na umetno onesnaženem substratu (H) ali zemlji iz Idrije (i), brez (H in i) ali z listno 
dodanim selenom (H/Se in i/Se), se nahajajo v preglednici v Preglednici 27. Večinoma se 
koncentracije Hg v hepatopankreasu in mišici niso razlikovale med izpostavitvami brez 
ali s Se. Prav tako ni bilo statistično značilnih razlik v vsebnostih Hg v hepatopankreasu. 
Razlike smo opazili na nivoju bioakumulacije in vsebnosti Hg v mišicah. 
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Preglednica 27: Koncentracije (mg kg-1), vsebnosti (µg) in pripadajoča biodostopnost Hg (%) za polžji 
hepatopankreas in mišico pri prehranjevanju z različnimi vrstami rastlin, ki so bile gojene na umetno 
onesnaženem substratu (H) ali zemlji iz Idrije (i), brez ali z listno dodanim selenom (H/Se in i/Se). 
Koncentracije so bile pomerjene z XRF na IJS ali ICP-MS (povprečje ± SE, n=3-10). Zvezdica (*) označuje 
statistično značilno razliko med odsotnostjo ali dodatkom Se znotraj iste vrste rastline in istega substrata 
(Studentov t-test, p<0,05). NA – prehranjevanje z navadno ajdo; TA – prehranjevanje s tatarsko ajdo; HP – 
hepatopankreas; M – mišica; BA - biodostopnost. 
Table 27: Concentrations (mg kg-1 DW), contents (µg) and bioavailability of Hg (%) for slug 
hepatopancreas and muscle tissues. Slugs were offered different plants, grown on artificially (H) or naturally 
(i) polluted areas without (H and i) or with addition of selenium (H/Se and i/Se). Concentrations of Hg were 
measured with XRF or ICP-MS (mean ± SE, n=3-10). Asterisk (*) marks differences between the absence 
or presence of Se in the plant feed among every plant species (Student t-test, p<0,05). NA – slugs, fed with 






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Kavčič A. Vpliv selena na privzem, vezavne oblike in biodostopnost živega srebra v izbranih rastlinah in glivah.  
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
79  
 
Največje razlike med uživanjem H ali H/Se in i ali i/Se rastlinske hrane so se pokazale pri 
vsebnostih Hg v mišicah, in sicer so bile statistično značilno večje pri prehranjevanju z 
zeleno solato, koruzo, navadno ajdo in oljno ogrščico na H/Se ter navadno ajdo na i ter 
tatarsko ajdo na i/Se glede na drugo izpostavitev brez ali z dodanim Se (Slika 22). 
Vsebnosti Hg v hepatopankreasu se niso razlikovale med seboj. So se pa pri nekaterih 
rastlinskih vrstah pokazali odkloni pri biodostopnosti Hg iz rastlinske hrane v 
hepatopankreas. Takšni primeri so bili oljna ogrščica na H ter zelena solata in navadna 




Slika 22: Logaritmirane vsebnosti živega srebra v polžjih mišicah ter biodostopnosti Hg za hepatopankreas 
(BA-HP) v odvisnosti od tipa hrane. Sivi stolpci prikazujejo vsebnosti Hg v M, črni pa BA-HP za Hg. 
Zvezdica (*) nakazuje statistično značilno razliko pri prehrani z isto rastlinsko vrsto, brez ali z dodanim Se 
(p<0,05; Studentov t-test). NA – polži, hranjeni z navadno ajdo; TA – polži, hranjeni s tatarsko ajdo; HP – 
hepatopankreas; M - mišica. 
Figure 22: Mercury content in slug muscles (logarithmic scale, columns in light grey) and bioavailability 
od mercury for hepatopancreas (BA-HP; columns in dark grey) in relation to the type of plant food 
consumed. Asterisk (*) marks a statistical difference among the group fed with the same plant species, 
without or with added Se (p<0,05; Student t-test). NA – slugs, fed with common buckwheat; TA – slugs, 
fed with Tartary buckwheat; HP – hepatopancreas; M - muscle. 
 
Rezultati faktorske ANOVE so pokazali, da na vsebnost Hg v hepatopankreasu polžev 
vpliva vrsta zaužite rastline, medtem ko uživanje listno škropljenih rastlin s Se ni imelo 
učinka na privzem. Prav tako ni bilo razlik, če smo upoštevali oba dejavnika za 
hepatopankreas, pokazale pa so se glede na vsebnost Hg v mišicah (Preglednica 28), kot 
smo pokazali že s Studentovim t-testom (Slika 22). Ko smo v analizo vključili še vrsto 
zemlje (torej ali H ali i), se je pokazalo, da na vsebnost Hg v hepatopankreasu in mišici 
poleg vrste zaužite rastline vpliva tudi zemlja, na kateri so rasle rastline – tako posamič 
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kot v kombinaciji obeh. Listno škropljenje rastlin s Se je ponovno imelo učinek na 
vsebnosti Hg v mišicah polžev, medtem ko učinka na hepatopankreas ni bilo (Preglednica 
29).  
 
Preglednica 28: Dejavniki, ki vplivajo na vsebnost Hg v hepatopankreasu polžev, analizirani s faktorsko 
ANOVO. Predstavljene so statistične značilnosti izbranih dejavnikov in njihovih interakcij na vsebnosti Hg 
v hepatopankreasu in mišicah, če so bili polži hranjeni z rastlinami iz a) umetno onesnaženega substrata ali 
b) iz idrijske zemlje (p-vrednosti, statistično značilne so v krepkem). HP – hepatopankreas; M – mišica. 
Table 28: Factors affecting Hg content in hepatopancreas and muscle tissues, as analysed by factorial 
ANOVA. The influence of the factors and their interactions with their significance on the Hg contents are 
presented (p-values, significant in bold). Slugs fed with plants grown on a) H substrate (HgCl2) or b) i 
substrate (Idrija). HP – hepatopancreas; M – muscle. 
 
 a) HgCl2 b) Idrija 
 Hg v HP (µg) Hg v M (µg) Hg v HP (µg) Hg v M (µg) 
vrsta rastline < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 
škropljenje s Se 0,655 0,440 0,187 0,175 
vrsta rastline * škropljenje s Se 0,935 0,850 0,736 < 0,001 
 
 
Preglednica 29: Dejavniki, ki vplivajo na vsebnost Hg v hepatopankreasu polžev, analizirani s faktorsko 
ANOVO. Predstavljene so statistične značilnosti izbranih dejavnikov in njihovih interakcij na vsebnosti Hg 
v hepatopankreasu in mišicah (p-vrednosti, statistično značilne so v krepkem). HP – hepatopankreas; M – 
mišica. 
Table 29: Factors affecting Hg content in hepatopancreas and muscle tissues, as analysed by factorial 
ANOVA. The influence of the factors and their interactions with their significance on the Hg contents are 
presented (p-values, significant in bold). Slugs fed with plants grown on H substrate (HgCl2) or i substrate 
(Idrija). HP – hepatopancreas; M – muscle. 
 
 Hg v HP (µg) Hg v M (µg) 
zemlja (H ali i) < 0,001 0 
vrsta rastline (solata ali NA) < 0,001 0 
škropljenje s Se 0,554 < 0,001 
zemlja * vrsta rastline < 0,001 0 
zemlja * škropljenje s Se 0,395 0 
vrsta rastline * škropljenje s Se 0,512 0,001 
zemlja * vrsta rastline * škropljenje s Se 0,438 0 
 
 
4.3.3  Privzem in biodostopnost živega srebra iz gliv  
4.3.3.1 Glive iz narave 
Primerjava privzema Hg v hepatopankreasu in mišicah polžev je pokazala, da je slednji 
odvisen od koncentracij Hg v hrani (gobah). Z naraščanjem koncentracij Hg v zaužitih 
gobah, ki so rasle ali na s Hg-neonesnaženih ali onesnaženih tleh (Idrija) so linearno 
naraščale koncentracije Hg v hepatopankreasu polžev. Slabša linearna odvisnost se je 
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pokazala pri naraščanju koncentracije Hg v mišicah (R2=0,5689) in gre na račun 
odstopanja koncentracije Hg v mišicah polžev, ki so bili hranjeni s črnim gobanom B. 
aereus (Slika 23). Pri teh polžih je bila tudi biodostopnost Hg za hepatopankreas in mišice 




Slika 23: Razmerje med koncentracijami Hg v hrani (glive Boletus spp. in Scutiger per-caprae) in 
koncentracijami Hg v hepatopankreasu ter mišicah polžev. Vsak podatek je prikazan kot povprečje ± SE, 
n=4-6. HP – hepatopankreas; M – mišica. 
Figure 23: Relationships between Hg concentrations in feed (mushrooms Boletus spp. and Scutiger per-
caprae) and Hg concentrations in slug hepatopancreas or muscle tissues. The data represent average ± SE, 
n=4-6. HP – hepatopancreas; M – muscle. 
 
Obdelava idrijskih gob s kuhanjem v vodi (K) ali ocetni kislini (O) je vplivala na 
zmanjšanje vsebnosti Hg v hepatopankreasu polžev glede na prehrano s suhimi jesenskimi 
gobani (L). Največ Hg so privzeli polži, hranjeni s posušenim črnim gobanom B. aereus, 
kar je premosorazmerno z najvišjo vsebnostjo Hg v samih gobah. Biodostopnost Hg za 
organe polža je bila pri črnem gobanu najmanjša. Z biodostopnostjo Hg za polžji 
hepatopankreas je negativno korelirala vsebnost Se v pojedenih jesenskih gobanih in 
kozjeglavem mesnatovcu (Slika 24). Privzem Hg v hepatopankreas polžev ter 
biodostopnost Hg za hepatopankreas in mišice iz različnih vrst gliv kot zaloga hrane sta 
prikazana v Preglednici 30. 
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Slika 24: Biodostopnost Hg za hepatopankreas (BA-HP) v odvisnosti od vsebnosti Se v hrani – jesenskem 
(B. edulis) in črnem gobanu (B. aereus), nabranih na različnih lokacijah po Sloveniji, in obdelanih z 
različnimi postopki (K, O ali L).  
Figure 24: The relationship between absorption index in hepatopancreas (BA-HP) for mercury at different 
Se contents in food – mushrooms: B.edulis and B. aereus, that were picked at different places in Slovenija 
and accordingly (K, O or L) before ingestion.  
 
4.3.3.2 Glive iz umetnih gojišč  
Laboratorijski poskusi z bukovim ostrigarjem P. ostreatus so pokazali, da so se najvišje 
koncentracije in vsebnosti Hg v hepatopankreasu pojavile, ko Se ni bil dodan v gojišče, 
in sicer ob uživanju obdelanih gob s K ali O. Zanimivo, najvišje koncentracije in vsebnosti 
Hg v mišicah so bile po drugi strani prisotne pri L obdelanih glivah, ki so bile gojene v 
mediju z dodatkom Se (Preglednica 30).  
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Preglednica 30: Koncentracije (mg kg-1), vsebnosti (µg) in pripadajoča biodostopnost Hg (%) za polžji 
hepatopankreas (HP) in mišico (M) pri različnih vrstah gliv kot zalogo hrane, ki je bila posušena (L) ali pa 
sušena in predhodno obdelana s kuhanjem v destilirani vodi (K) ali ocetni kislini (O). Glive, zajete v 
poskusih, so bile: kozjenogi mesnatovec (S. pes-caprae), jesenski in črni goban (B. edulis in B. aereus) ali 
bukov ostrigar (P. ostreatus), ki so rasli na s Hg neonesnaženem (NP: Dragomer ali Hotedršica) ali 
onesnaženem (Idrija) območju oziroma v tekočem gojišču (HgCl2) brez ali z dodanega selena (+Se). 
Koncentracije so podane kot povprečje ± SE (n=4-10). Različne črke ob podatkih predstavljajo statistično 
značilne razlike znotraj postopkov obdelave – K ali O ali L (Duncanov test, p<0.05). Zvezdica (*) označuje 
statistično značilno razliko med odsotnostjo ali dodatkom Se znotraj istega postopka obdelave ostrigarja 
(Studentov t-test, p<0,05).  
Table 30: Concentrations, contents and bioavailability of Hg for slug hepatopancreas (HP) and muscle (M) 
tissues. Slugs were offered different mushrooms, that were dried (L) or cooked in either destilled water (K) 
or acetic acid (O): S. pes-caprae, B. edulis, B. aereus and P. ostreatus, grown on Hg non-polluted (NP: 
Dragomer or Hotedršica) or polluted (Idrija) areas or grown in Hg-spiked medium (HgCl2) without or with 
addition of selenium (+Se). Concentrations of Hg and Se are shown as mean ± SE (n=4-10). Different letters 
represent statistical differences among the mushroom preparation groups (K or O or L). Asterisk (*) marks 














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































                                                                                                                                                    se nadaljuje 
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4.3.4  Vezavne oblike živega srebra v živalih 
4.3.4.1 Živali, hranjene z rastlinsko hrano 
V višjih trofičnih nivojih se glede na spodnje rezultate odrazijo posledice uživanja s Hg 
in/ali Se onesnažene hrane. XANES analiza na Hg robu L3, je pokazala različne deleže 
vezav Hg v vzorcih (Preglednica 31). Z LCF analizo spektrov XANES smo dobili dobro 
ujemanje med modelom in meritvami z uporabo treh referenc: Hg-Cys, Hg-His in 
Sunfl_H/Se6+. Deleži posameznega Hg-liganda so podani v Preglednici 31. Tako kot v 
koreninah navadnih sončnic, gojenih na Hg zemlji, se je tudi v polžjem hepatopankreasu 
in mišicah pokazalo, da je večina Hg vezanega na tiolne ligande. Dodatek Se v hrani 
(sončnice, gojene na Hg zemlji ob dodanem Se) je spremenil razmerje vezave Hg med 
ligandi S in N. Kot v koreninah navadne sončnice se v hepatopankreasu in mišici delež S-
ligandov zmanjša, delež N-ligandov pa poveča. V hepatopankreasu obeh izpostavitev 
prevladuje vezava na Hg-cistein.  
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Preglednica 31: Analiza XANES na Hg robu L3, pridobljena z linearno kombinacijo referenčnih spektrov 
Hg-Cys, Hg-His in Sunfl_H/Se6+. Komponenta HgSe ni bila prisotna. Prikazani so odstotki posamezne 
reference v hepatopankreasu in mišicah polžev, ki so bili hranjeni s sončnicami iz izpostavitve H ali H/Se. 
HP – hepatopankreas; M – mišica. 
Table 31: Relative amounts (expressed in percentages, %) of the reference compounds Hg-Cys, Hg-His and 
Sunfl_H/Se6+ that describe the best linear combination of fits for each Hg L3-edge XANES spectrum 
measured on slug hepatopancreas or muscle slugs fed with Hg (H) or Hg and Se (H/Se) treated sunflowers. 
No HgSe complexation was detected in the root samples. HP – hepatopancreas; M – muscle. 
 
izpostavitev polžji organ 
referenca 
Hg-Cys Hg-His Sunfl_H/Se6+ 
H 
HP 72 17 11 
M 55 18 27 
H/Se 
HP 38 30 32 
M 11 18 71 
 
Kljub temu, da so bile koncentracije Hg v navadnih sončnicah, ki so jih uživali polži, 
visoke in so se na XANES spektrih pokazale nekatere razlike v vezavnih oblikah Hg, 
okolice Hg v hepatopankreasu in mišicah na podlagi spektrov EXAFS nismo mogli 
določiti. Razmerje med šumom in signalom v teh EXAFS spektrih je bilo premajhno. 
 
4.3.4.2 Živali, hranjene z glivami iz narave  
Spektri XANES na Hg robu L3 hepatopankreasov polžev, ki so bili hranjeni z jesenskimi 
gobani iz Idrije ali kozjenogimi mesnatovci iz neonesnaženega območja Slovenije, so 
pokazali razlike v deležih in vezavah Hg na različne ligande (Preglednica 32). V 
hepatopankreasu polža, ki je bil hranjen z jesenskimi gobani iz Idrije, je največji delež 
predstavljala di-tiolna oblika vezave Hg, v hepatopankreasu polža, hranjenega s 
kozjenogimi mesnatovci, pa vezava Hg v di-selenolne komponente oziroma HgSe. 
Razlika v deležih ligandov sovpada z različnimi koncentracijami Hg in Se v njihovih HP. 
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Preglednica 32: Deleži (izraženi v odstotkih) Hg komponent v hepatopankreasu polžev, ki so bili hranjeni 
z jesenskimi gobani (B. edulis) ali kozjenogimi mesnatovci (S. pes-caprae), nabranimi na neonesnaženem 
(NP) ali s Hg-onesnaženem (Idrija) območju, pridobljenih s XANES analizo z linearno kombinacijo 4 
modelnih okolij sosedov Hg: di-tiolni (Hg(-S-R)2) in tetra-tiolni (Hg(-S-R)4,) ligandi, di-amino ligandi (Hg-
(N-R)2), di-selenolni ligandi (Hg(Se-R)2). Na koncu preglednice se nahajajo pripadajoče koncentracije Hg 
in Se v hepatopankreasu (HP). 
Table 32: Proportions of Hg-ligands (expressed in percentages, %) in B. edulis and S. pes-caprae 
mushrooms, obtained by LCF XANES analysis with four Hg model neighborhood environments: di-thiol 
ligands: Hg-(S-R)2, tetra-thiol ligands: Hg-(S-R)4, di-amino ligands: Hg–(N-R)2, and di-selenol ligands.At 
the bottom, Hg and Se concentrations in hepatopancreas (HP) are listed. 
 
 
HP polža, hranjenega z 
jesenskim gobanom B. 
edulis,  
Idrija [%] 
HP polža, hranjenega s 
kozjenogim mesnatovcem S. pes-
caprae,  
NP [%] 
di-tiolat Hg-(S-R)2 60 ±7 12 ± 6 
tetra-tiolat Hg-(S-R)4 20 ± 9 0 
di-selenol Hg-(Se-R)2 22 ± 15 89 ± 11 
di-amino komponenta Hg-(N-R)2  0 0 
konc. Hg (µg g-1 DW HP) 94,8 ± 9,13 18,0 ± 2,51 
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5.1.1  Interakcije selena in živega srebra v rastlinah 
5.1.1.1 Hidroponski poskusi 
  
Naši rezultati so pokazali, da Hg in Se značilno zmanjšata tako rast poganjkov kot tudi 
biomaso poganjkov in korenin pri koruzi (Slika 6a, b in Preglednica 4), kar se sklada z 
rezultati pri vrsti lucerne (Medicago sativa), gojeni na hidroponski raztopini (Carrasco-
Gill in sod. 2013). Višina poganjkov navadnih sončnic ter sveža biomasa korenin in 
poganjkov so bili najvišji v primeru Hg, sledila je kombinacija H/Se4+ (Slika 6a, b, c). 
Podobne učinke gojenja navadnih sončnic na hidroponski raztopini z dodanim Se v obliki 
selenita (Se4+) ali selenata (Se6+), vendar brez Hg, je na fiziologijo rastlin pokazala 
Debeljakova (2017). Navadne sončnice so pri isti koncentraciji Se v raztopini bolje 
uspevale, če je bil ta dodan kot Se4+ v primerjavi z Se6+. Hkrati se je z naraščanjem Se v 
raztopini biomasa korenin in poganjkov obratno sorazmerno zmanjševala, stopnja stresa 
(lipidna peroksidacija) pa premo sorazmerno povečevala. Pri 50 µM Se6+ je bila rast 
navadnih sončnic popolnoma zavrta. Do takšnega rezultata smo prišli tudi v našem 
poskusu z gojenjem navadnih sončnic v kombinaciji H/Se6+, pri čemer sta bili 
koncentraciji obeh elementov 10 µM za Hg ter 2 µM za Se (Slika 6d). Rezultati naše 
raziskave jasno kažejo, da oba elementa delujeta na rastline inhibitorno ter da kombinacija 
elementov prizadane rastline že pri nižjih koncentracijah kot če so rastline izpostavljene 
vsakemu elementu posebej. 
 
Na podlagi naših rezultatov smo ugotovili povezavo med naraščanjem stopnje stresa v 
poganjkih z naraščajočo koncentracijo Se v koreninah (in posledično poganjkih) ter 
naraščajočo koncentracijo Hg v poganjkih (Slika 6). Temu primerno je z naraščanjem 
stopnje stresa v poganjkih padala tudi višina poganjkov (Slika 6c) in koncentracija 
skupnih klorofilov (Slika 6d). S padcem koncentracije skupnih klorofilov kot enem izmed 
indikatorjev povečanega stresa je narasla tudi koncentracija kalija in kalcija v poganjkih 
(Slika 6d, Priloga A), kar nakazuje na spremembe v integriteti celičnih membran (van 
Doorn in Woltering, 2008).  
 
Pokazali smo, da je kombinacija H/Se6+ povišala koncentracijo žvepla v poganjkih, ne pa 
tudi v koreninah koruz. Poleg tega smo trditev dopolnili, da kombinacija H/Se4+ ni imela 
vpliva na poganjke koruze glede na tiste koruze, ki so bile izpostavljene samo Hg. 
Dobljeni rezultati so v nasprotju z rezultati, ki jih je pokazala Debeljakova (2017), ki je s 
poskusi ugotovila, da dodatek Se v kombinaciji s Hg (H/Se6+) ni povzročil razlik v 
koncentracijah žvepla v poganjkih koruze glede na koruze, ki so bile izpostavljene samo 
Hg.  
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Dodatek Se v raztopino kot H/Se6+ je v našem primeru v primerjavi s H/Se4+ povišal 
koncentracijo žvepla tudi v poganjkih navadnih sončnic (Slika 7), kar so 1,5 µM 
dodatkom kalijevega ali natrijevega selenata v hidroponiko pokazali na oljni ogrščici tudi 
Chang in sod. (2008). Večji privzem Hg iz H/Se6+ in posledično povišanje koncentracij 
žvepla bi lahko razložili z aktivacijo mehanizmov detoksifikacije proti strupenosti Hg 
preko povišane tvorbe organskih S-komponent v listih (Carrasco-Gil in sod., 2013), kar 
se ujema tudi z nakazano težnjo povišanja stopnje stresa v poganjkih sončnice glede na 
koruzo. Eden možnih mehanizmov proti strupenosti Se pa je bila že omenjena tvorba Se-
cisteina in ostalih aminokislinskih komponent s Se (Chang in sod., 2008). 
 
5.1.1.2 Lončni poskusi - substrat 
 
Gojenje rastlin v lončnih poskusih, z izjemo navadne ajde na H/Se, ni pokazalo zvišanja 
biomase poganjkov ob prisotnosti Se, kar so v svojih poskusih z oljno ogrščico potrdili 
tudi Chang in sod. (2008). Poskusi v sklopu diplomskega dela Rozine (2012) in 
doktorskega dela Debeljakove (2017) so pokazali nasprotno. Njuni lončni poskusi s 
koruzami, gojenimi na kontrolni zemlji, so pokazali, da imajo rastline, škropljene s 
selenatom, večjo biomaso poganjkov kot kontrolne rastline. Poganjki koruz, ki so rasle na 
HgCl2 onesnaženi zemlji, so ob dodatku Se sicer pridobili na biomasi, vendar razlika ni 
bila statistično značilna.  
 
Pokazali smo, da je sam dodatek Se rastlinam, gojenih na kontrolni zemlji, povzročil 
povečanje višine poganjkov (Slika 8) in induciral nastanek cvetnih popkov oziroma 
induciral cvetenje pri navadni ajdi (Slika 8b, c). Začetki cvetenja pri listnati zelenjavi so 
opisani kot prezgodnje oblikovanje cvetnih popkov, zmanjšanje števila listov, razvoj 
grenkega okusa, kar so nezaželene lastnosti pri potrošnikih (Hao in sod., 2018). Vplivi 
dodanega Se na liste proučevanih rastlin so se pokazali tudi v stopnji stresa v poganjkih, 
ki je bila z izjemo zelene solate na H in i substratu ter tatarski ajdi na i substratu, statistično 
značilno povišana (Slika 9). Opazili smo logaritemsko povezavo med padcem skupne 
vsebnosti klorofilov s povišanjem koncentracije Hg v poganjkih, ne glede na 
prisotnost/odsotnost Se (Slika 10a). Takšna opažanja so objavili tudi Chen in Yang (2012) 
ter Hlodak in sod. (2015). Najnižje vsebnosti klorofila pri zelenih solatah in navadnih 
ajdah iz i substrata nakazujejo, da bi Hg lahko vstopal v fotosintezno aktivna tkiva listov 
in se ne samo vezal na njihovo površino (Slika 11b, d ter Priloga C). Koncentracije 
žvepla v poganjkih in koreninah se v naši raziskavi pri koruzah in zelenih solatah, 
nasprotno kot pri Debeljakovi (2017), niso razlikovale med H in H/Se. So se pa ob listnem 
škropljenju s Se (H/Se) statistično značilno povišale koncentracije žvepla v koreninah 
navadne ajde in navadne sončnice ter poganjkih oljne ogrščice (Preglednica 6 in Priloga 
C1), kar je v skladu z dognanji Chang in sod. (2008). S povšanjem koncentracije žvepla 
v koreninah je sovpadal padec suhe biomase korenin navadne ajde in navadne sončnice, s 
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povišanjem koncentracije žvepla v poganjkih pa je sovpadal padec sveže biomase 
poganjkov oljne ogrščice. 
 
Dodatno smo povišane koncentracije Hg v koreninah rastlin povezali s povišanimi 
koncentracijami kalcija v njih. Dodatek Se je zmanjšal koncentracije kalcija pri isti 
koncentraciji Hg v koreninah (Slika 10b). Opažanja v povezavi s poganjki se ujemajo tudi 
s poskusi na hidroponski raztopini (Slika 7), medtem ko povezave med koncentracijami 
Hg in kalcija pri rastlinah, gojenih na hidroponski raztopini, nismo ugotovili. Opažanja 
naraščanja kalcija v koreninah z naraščajočimi koncentracijami Hg v njih so zabeležili 
tudi Debeljak in sod. (2018). Kalcij je namreč kot signalna molekula vključen v 
mehanizmih programirane celične smrti (O'Brien in Ferguson, 1997), kar bi potrdilo 
porast njegove koncentracije v tkivih, prizadetih s Hg povzročenim stresom (Debeljak in 
sod., 2018) (Sliki 10b in 11). 
 
Obravnava vseh pomerjenih fizioloških značilnosti istih oz. sorodnih vrst rastlin, gojenih 
na H ali i substratu, brez ali z dodanim Se, je pokazala, da pri koreninah in poganjkih 
navadne in tatarske ajde ključno vlogo igra predvsem oblika Hg v substratu (Slika 11c, 
d). Pri rastnih in fizioloških odzivih poganjkov zelene solate je prav tako odločilna oblika 
Hg v substratu (Slika 11b), pri koreninah pa dodatek Se (Slika 11a). Odgovori rastlin so 
bili vrstno specifični, vendar pa je vsebnost klorofila pri vseh padla s padcem biomase 
poganjkov in dvigom stopnje stresa. V koreninah pa je bila stopnja stresa obratno 
sorazmerna s koncentracijami kalcija in kalija, kar sovprada s stopnjo integritete membran 
celic (O'Brien in Ferguson, 1997, van Doorn in Woltering, 2008).  
 
5.1.2  Privzem in biodostopnost živega srebra v rastline 
5.1.2.1 Hidroponski poskusi 
Navadne sončnice in koruze, gojene na hidroponski raztopini, v kombinaciji Hg in selenit 
(H/Se4+) ali Hg in selenat (H/Se6+) so pokazale, da je bil privzem Hg v korenine in 
poganjke ne glede na vrsto rastline višji v primeru izpostavitve H/Se6+ v primerjavi z 
izpostavitvijo H/Se4+ (Slika 12b). Privzem Hg v rastline je bil nižji v kombinaciji Hg/Se 
v primerjavi z raztopino Hg brez dodanega Se. Zhao in sod. (2013) so na primeru česna, 
gojenega na hidroponski raztopini s kombinacijo H/Se4+ ali H/Se6+ pokazali, da je 
prisotnost Se v raztopini zmanjšala privzem Hg v tkiva, kar je tudi preprečilo inhibicijo 
rasti, ki je bila prisotna zaradi strupenosti samega Se ali samega Hg. Kot smo videli, je 
tudi v koruzah in navadnih sončnicah Se znižal privzem Hg v rasline, vendar kombinacija 
obeh elementov ni pospešila rasti. Na podlagi map porazdelitev elementov v prečnih 
prerezov korenin, stebel in listov smo ugotovili, da je hkratna prisotnost obeh elementov 
v obliki H/Se4+ v raztopini vplivala na vezavo Hg in Se na površini korenin, hkrati pa so 
bile sledi Se vidne v skorji korenin koruze (Slika 13). V primerjavi s H/Se6+ je bila vezava 
Hg v povrhnjici korenin pri H/Se4+ manjša oz. do vezave ni prišlo, sam privzem Hg in Se 
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v korenine pa enkrat nižji, kar je pokazala tudi Debeljakova (2017). Iz navedenega smo 
sklepali, da je že v sami raztopini prihajalo do vezave Hg in Se, kar so predlagali tudi 
Zhao in sod. (2014) pri koreninah riža, gojenega v substratu H/Se4+. Izjemno visoke 
koncentracije in vsebnosti Hg so bile izmerjene pri navadni sončnici H/Se6+, hkrati pa so 
imele navadne sončnice nizko svežo biomaso korenin, kar nakazuje na poškodbe rastnih 
meristemov (Slika 12 in Priloga A). Živo srebro smo poleg korenin zaznali tudi v prečnih 
prerezih stebel navadnih sončnic, in sicer v centralnem delu (Slika 14). V koreninah pa je 
bil Hg prisoten predvsem v predelu Kasparijevega traku in minimalno v centralnem delu 
korenine, kar so pokazali tudi Debeljak (2015, 2017) in Yu in sod. (2010). Carrasco-Gil 
in sod. (2013) pojav povečanega vstopanja Hg preko Kasparijevevega traku v centralno 
žilo korenine razlagajo s spremembami v apikalnih meristemih korenin, katerih celice 
zaradi prisotnosti Hg postanejo bolj prepustne za vodo in topljence in posledično tudi Hg2+ 
ione. Pri koruzi so bili sledovi Hg v primeru H/Se6+ prisotni tudi v zunanjem delu stebla, 
medtem ko pri H/Se4+ pojava nismo opazili. Opažanja bi lahko razložili z izhlapevanjem 
Hg in/ali Se iz raztopine, odlaganjem na površino stebel in listnih ploskev in vezavo na 
zunanje dele stebla oz. listov, kot so to pokazali Su in sod. (2008) ter Carrasco-Gil in sod. 
(2013). 
 
Privzem Se v korenine in stebla je bil prav tako večji pri H/Se6+, kar smo potrdili tako z 
meritvami skupnih koncentracij Se z XRF kot z mapiranjem porazdelitve Se na tkivnem 
nivoju z mikro-XRF (Slika 12a). Pri H/Se6+ so bile sledi transporta Se vzdolž rastline 
prisotne tudi v listih (Slika 15), medtem ko so se sledi Hg zabrisale že v steblu (Slika 14). 
Opažanja torej nakazujejo, da je večina zadrževanja Hg prisotna v korenini, ne glede na 
vrsto rastline, kar smo pokazali tudi s faktorsko ANOVO (Preglednica 4). Živo srebro se 
veže na celične stene celic (strukturnih elementov), ki delujejo kot eden izmed možnih 
obrambnih mehanizmov pred strupenimi učinki Hg (Carrasco-Gil in sod., 2013). S tem je 
preprečen transport Hg v višje, nadzemne dele rastlin in tudi v plodove. 
 
5.1.2.2 Lončni poskusi - substrat 
 
Koncentracije Se v substratu za gojenje in v zemlji iz Idrije so bile nizke, kar v splošnem 
velja za Slovenijo (Žnidarčič, 2011). Listno škropljenje s Se je statistično značilno 
povišalo koncentracije Se v poganjkih, pri solati in koruzi pa tudi v koreninah, kar 
nakazuje asimilacijo Se v poganjke in transport po floemu iz poganjkov v korenine 
(Kapolna in sod., 2009). Z izjemo zelene solate se je v poganjkih rastlin, izpostavljenih 
Se, statistično značilno povečala stopnja stresa in zmanjšala vsebnost skupnih klorofilov 
(Slika 9 in 10a). Pri solatah so bile koncentracije Se v koreninah še vedno nizke v 
primerjavi ostalimi rastlinami (pod 1,6 µg g-1 suhe mase), v poganjkih pa nismo opazili 
strupenih učinkov dodatka Se, kar je v skladu z nekaterimi ostalimi poskusi 
biofortifikacije rastlin z nizkimi koncentracijami Se (El-Ramady in sod., 2014; Germ in 
sod., 2018; Slekovec in Geossler, 2005; Zidar in sod., 2016). S Se biofortificirana zelena 
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solata je vsebovala v povprečju 15 µg g-1 suhe mase užitnega dela, to je listne rozete. 
Glede na to, da pri ostalih rastlinah uživamo plodove in ne rastlin kot takih, smo 
ovrednotili morebitno uživanje s Se biofortificirane zelene solate. Ob upoštevanju 
vsebnosti vode v zeleni solati (83 %), je koncentracija Se 2,5 µg g-1 sveže mase rozete. 
Tri porcije tako obogatene sveže zelene solate (75 g) na teden bi tako dosegle priporočen 
dnevni vnos Se, to je 55 µg (Human vitamin and mineral requirements, 2002). Glede na 
dejstvo, da imamo v Sloveniji s Se revna tla, je to dobrodošel podatek. 
 
Koncentracije Hg v užitnih delih zelene solate so se gibale od 0,1 µg g-1 suhe mase pri H 
do 5,0 µg g-1 suhe mase poganjkov pri i gojeni zeleni solati. Približen še dopusten tedenski 
vnos (PTWI) za anorganski Hg je 4 µg kg-1 telesne mase človeka in za MeHg 1,6 µg kg-1 
telesne mase človeka (WHO JECFA, 2007), kar znaša 280 µg Hg in 112 µg MeHg na 
teden za 70 kg težkega človeka. Z istim približkom za vsebnost vode in tremi porcijami 
(75 g) zelene solate na teden (kot smo ga vzeli za Se), bi tedenski vnos tako gojene zelene 
solate znašal 0,27 µg za H in 13,6 µg za i gojeno zeleno solato. To je sicer veliko pod še 
PTWI mejo, vendar vseeno ob zaužitju doprinese dodatni Hg v človeško telo. 
 
Na splošno se je kopičenje Hg v koreninah in poganjkih razlikovalo med vrstami. Od tistih 
na H substratu, so največ Hg nakopičile navadne sončnice, najmanj koruza, pri tistih na i 
substratu pa obe vrsti ajde, navadna in tatarska, celo več kot rastline iz H zaradi izredno 
visokih koncentracij Hg v zemlji. Vseeno so faktorji biodostopnosti za Hg iz substrata za 
korenine in za celotno rastlino pokazali statistično neznačilno višje vrednosti pri H v 
primerjavi z i, kar pomeni, da je bil privzem v korenine oz. celotne rastline glede na 
vsebnost Hg v substratu, večji (Preglednici 6 in 7). Na splošno se je to videlo tudi pri 
koncentracijah Hg v koreninah; rastline, ki so rasle na H, so imele višje koncentracije kot 
tiste iz i, medtem ko so bile koncentracije Hg v poganjkih višje pri i. Podobno so ugotovili 
tudi Su in sod. (2008). V poskusih s praprotjo Pteris vittata, ki je rastla na neonesnaženi 
zemlji, a bila izpostavljena Hg-hlapom iz umetno onesnažene zemlje z bodisi 1000 mg 
kg-1 HgCl2 ali 2000 mg kg
-1 HgS, so potrdili domneve volatilizacije Hg, usedanja na listne 
površine, privzema skozi liste v notranje dele ter transport iz listov v korenine. 
Koncentracije privzetega Hg so bile 177 mg kg-1 suhe mase poganjkov in 8 mg kg-1 suhe 
mase korenin za HgCl2 5 mg kg
-1 suhe mase poganjkov in 2-3 mg kg-1 suhe mase korenin 
za HgS (Su in sod., 2008). V poskusu z umetno onesnaženo zemljo s HgCl2 bodisi s HgS 
zemljo in spremljanjem privzema iz zemlje v korenine in poganjke, so pokazali, da sta 
bila privzem in kopičenje Hg višja v primeru HgS kot substrata, čeprav za HgS v splošnem 
velja, da je v zemlji biološko nedostopen zaradi svoje slabe topnosti in visoke stabilnosti 
molekule (Su in sod., 2008). 
 
Opažanja bi lahko razložili na sledeč način. V H substratu, umetno onesnaženem s HgCl2 
z vsebnostjo približno 10 % organske snovi, so se molekule HgCl2 ob prisotnosti vode 
raztopile na mobilne Hg2+ ione, ki so se nato lažje adsorbirali na delce organskega 
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materiala (huminske kisline) in delce gline (Yu in sod., 2004, Hlodak in sod., 2015). Tako 
vezani ioni so predstavljali bazen izmenljivih in biodostopnih Hg2+ za privzem v korenine 
rastlin. Kot je razvidno iz nekaterih preteklih poskusov in analiz s XAS, je v rastlinah, 
gojenih na s HgCl2 onesnaženi zemlji večina Hg
2+ vezana na tiolne (-SH) ligande v 
komponentah celične stene koreninske povrhnjice in skorje (Debeljak in sod., 2018, 2013; 
Kodre in sod. 2017). To smo potrdili tudi z našimi poskusi na hidroponski raztopini (Slika 
13), kjer se je pokazalo, da je transport tako močno imobiliziranega iona v višje dele rastlin 
preprečen. Idrijska zemlja i ima bolj kompleksno vezavo Hg v primerjavi s HgCl2 
onesnaženo zemljo. Večina Hg je prisotna v obliki cinabarita HgS, nekaj je HgSO4, Hg
0 
in MeHg (Esbri in sod., 2010; Kocman in sod., 2004). Cinabarit je, kot omenjeno zgoraj, 
slabo dostopen (Su ein sod., 2008) in z nizko stopnjo privzema in biodostopnosti, kar smo 
pokazali z biodostopnostjo Hg za korenine (Preglednica 6). Njihove in naše visoke 
koncentracije Hg v poganjkih rastlin, ki so rasle na zemlji i, pojasnjujemo s prisotnostjo 
Hg0 v tleh (Kocman in sod., 2004), za katerega je značilna volatilizacija oz. hlapljenje Hg 
iz zemlje v atmosfero in usedanje ter kopičenje na listni površini (Hlodak in sod., 2015; 
Tomiyasu in sod., 2017, 2012). V nekaterih primerih tudi vstop Hg v notranjost listnih 
tkiv skozi listne reže (Martinez-Trinidad in sod., 2013; Patra in Sharma, 2000). Živo 
srebro v poganjkih rastlin tako iz i kot iz H poskusov je lahko rezultat privzema Hg skozi 
korenine in transporta do poganjkov ter volatilizacije Hg in usedanja na površino listov. 
Zato ne moremo z gotovostjo zaključiti,  kakšen vpliv ima biofortifikacija rastlin s Se na 
privzem Hg v poganjke. Vseeno pa lahko na podlagi opažanj in razlik med i in H trdimo, 
da na mobilnost Hg znotraj rastline vplivajo ligandi in vezava Hg v tleh, sploh pa 
prisotnost in strupenost zelo mobilnega MeHg.  
 
Glede na raziskave, opravljene v Idriji, lahko tla vsebujejo tudi MeHg, kar še doprinese h 
kompleksnosti mehanizmov privzema in transporta Hg v rastlinah, gojenih na i. Mesto 
vzorčenja i zemlje se nahaja pri dimniku nekdanje talilnice rude in vsebuje visoke 
koncentracije MeHg, do 200 µg kg-1, ki se tvori v listnem odpadu iz Hg, odloženega iz 
zraka (Tomiyasu in sod., 2017, 2012). V primerjavi z anoranskimi obikami Hg, je MeHg 
visoko mobilen in strupen, s povečanim transportom iz korenin v liste in naprej v semena 
(Feng in sod., 2016; Wang in sod., 2016). Zelenjava, ki je bila nabrana in analizirana v 
Idriji, je vsebovala do 12,7 mg kg-1 skupnega Hg, pri čemer je bil odstotek MeHg okrog 
5 % (do 0,6 mg kg-1) (Miklavčič in sod., 2013), kar je še dodatno potrdilo prisotnost MeHg 
v zemlji (Kocman in sod., 2004). Glede na to, da je MeHg najbolj strupena zvrst Hg, ki je 
poleg tega še topna v lipidih in posledično prehaja membrane celic in se vključuje v 
njihovo presnovo, absorpcija iz prebravnega trakta v telo pa je več kot 90 %, uživanje 
rastlin, onesnaženih s Hg ni priporočljivo. 
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5.1.3  Vezavne oblike živega srebra v rastlinah 
Analiza vezavnih oblik Hg v koreninah navadne sončnice, gojene na substratu, 
onesnaženem s HgCl2, brez ali z dodanim Se, je pokazala spremembe med izpostavitvama 
(Slika 17). Razlike smo opazili tudi pri posameznih XAS spektrih, posnetih na koreninah 
koruze in navadne sončnice, gojenih na hidroponski raztopini s Hg, Hg in selenitom ali 
Hg in selenatom (Slika 16). Spektre XANES smo lahko opisali z različnimi deleži že 
poznanih referenčnih spektrov Hg-cistein, Hg-Fung ter sunfl_H/Se6+ (Preglednica 8). 
Prispevki posameznih lupin so se prav tako razlikovali (Preglednica 9). V povzetku lahko 
glede na analize XANES rečemo, da sta delež in vrsta Hg-ligandov odvisna predvsem od 
koncentracije Hg v koreninah oz. poganjkih rastlin. V vzorcu korenine navadne sončnice 
(sunfl_H/Se6+) smo izmerili najvišje koncentracije Hg, zato smo tudi predvidevali, da bo 
vezava Hg na ligande v primeru navadne sončnice reprezentativna za ostale vzorce, kar 
se je tudi pokazalo. Pri sunfl_H/Se6+ smo ugotovili, da je 70 % Hg vezanega na S-ligande, 
30 % pa na N-ligande. Deleži pri ostalih so se razlikovali glede na prisotnost/odsotnost Se 
v hidroponski raztopini. Kjer je bil prisoten Se, se je povečal delež vezave Hg na N-
ligande, medtem ko se je hkrati delež S-ligandov zmanjšal. Kjer Se ni bil prisoten, se je 
pokazala obratna, statistično neznačilna težnja, ne glede na vrsto rastline (Preglednica 9). 
 
Zhao in sod. (2013b) so prav tako z μ-XANES analizo pokazali, da je Hg v česnu pretežno 
vezan na Hg-S v strukturah glutationa (GSH), Hg(GSH)2, in vezanega na metionin (Met), 
Hg(Met)2. Izpostavitev Se pa je povzročila zmanjšanje Hg-S vezav v obliki Hg(GSH)2, 
skupaj s preprečitvijo inhibicije rasti. Vezavo Hg na tiolne –SH ligande v koreninah 
koruze, gojene na HgCl2 onesnaženi zemlji so prav tako potrdili nekateri drugi 
raziskovalci (Debeljak in sod., 2018, 2013; Kodre in sod. 2017). Tudi Carrasco-Gil in sod. 
(2013) so potrdili vezavo Hg na tiolne skupine pri koreninah lucerne (Medicago sativa), 
gojene na hidroponski raztopini. Predlagali so nekaj smiselnih, s tiolnimi skupinami 
bogatih beljakovin, kamor bi se Hg lahko vezal. Predlagali so vezavna mesta strukturnih 
beljakovin, predvsem tistih s cisteinom bogatimi regijami, kot so ekstenzini in ekspanzini 
v celični steni korenin. Cisteinsko bogati deli igrajo ključno vlogo pri 3D strukturi 
beljakovin in njihovi funkcionalnosti. Tako vezano Hg torej moti njihovo delovanje in 
funkcijo in vpliva na integriteto celične stene. Posledično prihaja do deformacij v tkivih 
in povečanem transportu Hg v višje dele rastlin, kar potrjujejo mape prečnih prerezov 
korenin in stebel navadnih sončnic (Sliki 13 in 14). Vezava Hg na plazma-membranske 
beljakovine za vodo, t.i. akvaporine, spremeni privzem vode v celice, kar lahko prav tako 
potrdimo z zmanjšano vsebnostjo vode v poganjkih navadnih sončnic iz H/Se4+ in H/Se6+ 
v primerjavi z vsebnostjo vode v poganjkih koruze iz istih izpostavitev. Predlagali so tudi 
vezavo Hg z beljakovinami fitokelatini, predvsem v steblih rastlin. Deleži omenjenih 
potencialnih Se-beljakovin so se razlikovali pri vrsti navadna črna meta (Marrubium 
vulgare), ki je bila nabrana v območju rudnika Almaden v Španiji. Tla na tem območju so 
bogata predvsem s cinabaritom, metacinabaritom, Hg2Cl2 ter ponekod tudi s HgCl2. Sledi 
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(meta)cinabarita so bile zaznane tudi pri analizi poganjkov in korenin rastlin iz tega 
območja, kar so pojasnili z nezadostnim spiranjem rastlin. Hkrati so pokazali, da je bil del 
Hg tudi absorbiran, in sicer vezan na tiolni (–SH) del beljakovine ali kot MeHg.  
 
5.2  GLIVE 
 
5.2.1 Interakcije selena in živega srebra v glivah 
5.2.1.1 Glive iz narave 
Glive iz narave smo liofilizirali in v njih pomerili koncentracije različnih elementov. 
Izkazalo se je, da koncentracije žvepla padajo z naraščajočimi koncentracijami Hg v 
glivah ne glede na to, kje so bile nabrane. Koncentracije Se v micelijih so naraščale z 
naraščanjem Hg v micelijih, vendar to velja samo za glive, ki so rasle na idrijskih tleh. 
Prav tako smo visoke koncentracije Hg in Se namerili v miceliju kozjenogega mesnatovca, 
ki je bil nabran v s Hg neonesnaženem območju (Preglednica 18). Za ostale glive iz 
neonesnaženih območij nismo ugotovili povezave med koncentracijami Hg in Se (Slika 
18). So pa bile koncentracije Se v povprečju višje v glivah iz neonesnaženih območij kot 
v glivah iz Idrije. Falandysz in sod. (2003) so poročali o pozitivni korelaciji med 
koncentracijami Se in Hg v micelijih orjaškega dežnika (Macrolepiota procera), o 
negativni pri jesenskih gobanih (Boletus edulis) iz neonesnaženih območij ter o odsotnosti 
korelacije pri rdeči mušnici (Amanita muscaria). Stjive in Besson (1974) nista ugotovila 
povezave med koncentracijami Se in Hg pri kukmakih (Agaricus sp.), medtem ko so jo 
nekateri drugi potrdili (Kosta in sod., 1974; Stjive in Cardinale, 1974). Razlike v izsledkih 
raziskav nakazujejo, da je privzem in kopičenje Hg in Se vrstno specifično ter odvisno od 
večih dejavnikov. Med drugim tudi od vsebnosti Hg v tleh, interakcije gliva-tla in 
strategije privzema esencialnih (in posledično tudi neesencialnih) elementov (Saba in 
sod., 2016).  
5.2.1.2 Glive iz umetnih gojišč 
Razlike med fiziološkimi odzivi gliv na prisotnost Hg ali v obliki HgS ali v obliki HgCl2 
so bile očitne v primeru primerjav površin razrasti micelija na trdnih gojiščih 
(Preglednica 11, Priloga D) ali svežih biomas gliv v tekočih gojiščih (Preglednica 13). 
Na podlagi teh rezultativ lahko zaključimo, da dodatek Se ni zmanjšal inhibitornega vpliva 
dodatka Hg na razraščanje jesenskih in črnih gobanov v trdnem gojišču, se je pa pokazala 
težnja povečanja inhibicije razraščanja ob prisotnosti obeh elementov (Preglednica 12). 
Prav tako je dodatek Se v tekoče gojišče zmanjšal biomaso micelija bukovega ostrigarja 
ali DSE 148, ne glede na koncentracijo Hg v gojišču (Preglednici 14). Pri obeh glivah 
smo opazili težnjo padanja sveže biomase z naraščanjem Hg v gojišču. Opažanja so v 
skladu z Mandal in sod. (1998), ki so pokazali inhibicijo rasti na umetnih gojiščih z 
dodanim 100 µM Hg na naslednje glive: bukov ostrigar P. ostreatus, Sepula lacrymans, 
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Ganodema applanatum, Pycnoporus cinnabarinus, Daedalea quercina in Stereum 
hirsutum. Poročali so tudi o spremembah v morfologiji micelijev in povečanju tvorbe 
zametkov sporokarpov.  
 
Za bolj poglobljene raziskave bi potrebovali večje količine gliv, saj se je po liofilizaciji 
ohranila le majhna suha biomasa micelijev. Poleg tega je bila težava gojenja in 
proučevanja fizioloških parametrov mikoriznih gliv v tekočih in trdnih gojiščih počasna 
rast ali stagnacija micelija glive. Hkrati se je porodilo vprašanje, v kolikšni meri smo 
dejansko uspeli posnemati razmere iz okolja. Vsekakor bi bilo potrebno gojišča prilagoditi 
in poleg osnovnih makro- in mikrohranil dopolniti vsaj še z različnimi rastlinskimi 
presnovki. Na podlagi naših rezultatov gojenja gliv v tekočem gojišču v splošnem ne bi 
priporočali, saj je pridobivanje biomase počasno, hkrati pa je prisotno veliko število 
okužb. 
 
5.2.2  Privzem in biodostopnost živega srebra v glive 
5.2.2.1 Glive iz narave 
Glive, ki so rasle na s Hg onesnaženih območjih Idrije, so pokazale nižje koncentracije 
Se v klobukih in betih jesenskih in črnih gobanov v primerjavi s preostalimi proučevanimi 
glivami. Na s Hg neonesnaženih območjih Slovenije je bila koncentracija Se v jesenskih 
gobanih višja kot v jesenskih gobanih iz Idrije (Preglednica 15), in sicer je dosegla 
koncentracije Se okrog 5 mg kg-1 suhe mase. Najvišja izmerjena koncentracija Se je bila 
v kozjenogem mesnatovcu Scutiger pes-caprae, iz neonesnaženega območja, ki je znan 
hiperakumulator Se (Stjive in sod., 1998; Falandysz, 2010). Presenetljivo je v svojih 
tkivih nakopičil 93 mg kg-1 suhe mase Hg, kar je primerljivo z jesenskimi gobani (Boletus 
edulis), ki so rasli na območju Idrije. Izsledki koncentracij Hg v gobah iz neonesnaženih 
območij so primerljive s tistimi iz Italije, Poljske in Španije (Falandysz in Borovička, 
2013), medtem ko so koncentracije jesenskih in črnih gobanov iz Idrije do desetkrat višje.  
 
Po priporočilih WHO je še dopustni tedenski vnos (PTWI) Hg za anorganski Hg 4 µg kg-
1 telesne mase, za MeHg pa 1,6 µg kg-1 telesne mase. Za 70 kg težkega človeka to pomeni 
skupno 280 µg za Hg in 112 µg za MeHg. Porcija (100 g) svežih gobjih klobukov iz 
neonesnaženega območja na teden, ki jih sestavlja cca. 90 % vode tako vsebuje 30-110 
µg Hg (jesenski goban, B. edulis) oziroma 400-1000 µg za kozjenogega mesnatovca (S. 
pes-caprae). Slednji močno preseže PTWI. Porcija jesenskih in črnih gobanov iz Idrije 
pa vsebuje 440-1150 µg Hg, kar prav tako preseže PTWI. Z vidika uživanja gob kot vira 
Se, bi večje količine svežih gobanov ali kozjenogih mesnatovcev, ki vsebujejo desetkrat 
višje koncentracije Se kot gobani Boletus spp., prav tako lahko presegle PTWI za Se. 
Optimalno območje vnosa Se v telo je namreč ozko. V povečanih količinah Se že 
govorimo o strupenosti za človeka, kar lahko vodi v zastrupitev in sprememb na nohtih, 
laseh, jetrih in drugih organih (Mutanen, 1986).  
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Uživanju previsokih koncentracij Hg in Se iz narave nabranih gob se lahko izognemo na 
različne načine. Eden je odstranjevanje himenija, za katerega so Kavčič in sod. (2019) 
pokazali, da je glavno mesto kopičenja Hg v glivah v primerjavi z beti in klobuki 
jesenskih gobanov (B. edulis) in kozjenogega mesnatovca (S. pes-caprae). Himenij je 
namreč najbolj presnovno aktivni del micelija (natančneje sporokarpa), ki nudi hranila 
razvijajočim se sporam med sporulacijo (Gooday, 1982). Kopičenje esencialnih 
elementov v tem delu omogoča normalno delovanje encimov. Neesencialni elementi, kot 
je Hg, se privzemajo preko poti za privzem esencialnih elementov ali pa se do himenija 
transportirajo z vezavo na z žveplom ali Se bogate beljakovine. 
 
Še en način izogiba uživanju previsokih koncentracij Hg in Se iz narave nabranih gob 
lahko dosežemo z uporabo različnih postopkov predhodne obdelave gob pred zaužitjem. 
Kuhanje v destilirani vodi ali v 9 % ocetni kislini sta namreč koncentracije Hg in Se v 
jesenskih gobanih (B. edulis) iz Idrije zmanjšala. Naše ugotovitve so v skladu z 
raziskavami Falandysz in sod. (2017), ki so pokazali, da kuhanje zamrznjenih lisičk 
(Cantharellus cibarius) in rjavih lupinarjev (Amanita fulva) v destilirani vodi bolj 
učinkovito spere Hg iz micelijev kot kuhanje svežih gliv. Prav tako kuhanje v destilirani 
vodi poveča izpiranje Hg iz gob kot npr. vlaganje v kis. Vlaganje gob v kis ni pokazalo 
omembe vrednega izpiranja Hg iz micelijev. Izpiranje Se iz gliv kosmate mlečnice 
(Lactarius torminosus) ter šampinjona (Agaricus sp.) sta pokazali samo 2 raziskavi. Prva 
je s kuhanjem v vodi izgubila 44 % izvornega Se (Spolar in sod., 1999), druga pa 32 % 
(Higgs in sod., 1972). Poleg tega so pokazali, da je biodostopnost Se iz jesenskega gobana 
(Boletus edulis) za ženske nizka, čeprav se je pokazala težnja povišanja koncentracije Se 
v plazmi proučevank (Mutanen, 1986). 
 
Če primerjamo vsebnosti Hg v tako obelanih jesenskih gobanih glede na PTWI za 70 kg 
težkega človeka, bi z v vodi kuhanimi jesenskimi gobani iz Idrije s 100 g porcijo zaužili 
750-800 µg Hg, s kuhanimi v 9 % ocetni kislini pa 700-900 µg Hg – in kljub temu presegli 
še priporočljivo mejo. 
5.2.2.2 Glive iz umetnih gojišč 
 
Laboratorijski poskusi so pokazali, da se je privzem Hg v micelije razlikoval glede na 
vrsto glive in glede na gojišče (Preglednici 16 in 17), povsod pa je koncentracija Hg v 
micelijih naraščala s koncentracijami Hg v mediju. Naši izsledki se ujemajo z izsledki 
Urik in sod. (2014), ki so z gojenjem različnih gliv (Aspergillus, Cladosporium, 
Trichoderma in Alternaria sp.) na gojiščih z naraščajočimi koncentracijami Hg pokazali 
naraščanje privzema Hg v glive. Pri izredno visokih koncentracijah Hg v gojiščih (8,2-
32,7 mg L-1, kar je več kot šestdesetkrat višje od 100 µM v našem poskusu) je privzem še 
vedno naraščal. Izjema je bil Aspergillus niger, kjer je bil privzem pri najnižnih in 
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najvišjih koncentracijah Hg v gojišču najvišji, pri vmesnih koncentracijah Hg v gojišču 
pa se je privzem Hg znižal. 
 
Največji privzem smo ugotovili pri bukovem ostrigarju iz tekočega gojišča (Preglednica 
16). Tekoča gojišča glivo prepojijo, spiranje micelijev po koncu poskusov pa lahko vodi 
do nezadostnega izpiranja gojišča s HgCl2 iz micelijev, zato je dejanski privzem Hg v 
bukove ostrigarje težko oceniti. Za bolj realno posnemanje dogajanja v naravi predlagamo 
trdna gojišča, kjer pa ponovno nastopi težava v ocenjevanju BAF zaradi slabšega izpiranja 
gojišča s HgS iz glivnega micelija. Obenem so zaradi slabše topnosti HgS v gojišču 
prisotne neenakomerne koncentracije Hg, s tem pa je omogočena razrast micelijev na 
področjih z nižjo koncentracijo Hg (Priloga E). Pri najvišjih koncentracijah HgS in HgCl2 
so glive tvorile manjše kompaktne okrogle oblike micelijev glede na kontrolo (Priloga 
E, slika c). Podobne odgovore gliv na naraščanje koncentracij Hg v gojiščih so ugotovili 
tudi Hindersah in sod. (2018) pri izolaciji gliv iz rizosfere špinače. Kljub omenjenim 
težavam in dvomom pri proučevanju mehnizmov privzema Hg v glive, lahko potrdimo, 
da je dodatek Se v gojišče močno zmanjšal privzem Hg v glivo, če je bil Hg dodan v 
obliki HgCl2. Nasprotno je dodatek Se v gojišče s HgS privzem Hg povečal, prav tako pa 
se je povečal privzem v bukove ostrigarje v gojiščih HgCl2+Se v primerjavi s HgCl2 
(Preglednica 18). 
 
V splošnem lahko zaključimo, da privzem poteka v naslednjem vrstnem redu, od najnižje 
koncentracije Hg v miceliju do največje: HgS ≤ HgS + Se < HgCl2 + Se < HgCl2. V 
jesenskem gobanu B. edulis, gojenem na trdnem gojišču ob dodatku HgS ali HgCl2, je 
znašala privzeta koncentracija Hg od 60 (gojišče HgS) do 135 (gojišče HgCl2) mg kg
-1 
suhe mase. Bioakumulacijski faktorji pa so se gibali v razponu med 4,2 % za glive na 
HgS in 12 % za glive na HgCl2. Če privzem primerjamo s privzemom iz Idrije, je ta znašal 
okoli 40 mg kg-1 Hg za jesenskega gobana B. edulis. Falandysz in sod. (2015) so v 
jesenskih gobanih B. edulis, nabranih na s Hg onesnaženih območjih Kitajske 
(koncentracije Hg v zemlji 0,12-3,4 mg kg-1 Hg, večinoma cinabarit HgS), ugotovili 
relativno visoke koncentracije v jesenskih gobanih glede na nizke koncentracije v tleh v 
primerjavi z idrijsko zemljo. Gibale so se med med 1,6 in 22 mg kg -1 suhe mase glive. 
Kljub razlikam v privzemu med naravno in umetno gojenimi jesenskimi in črnimi gobani 
je bioakumulacijski faktor za jesenske gobane iz Kitajske znašal med 2,4 % in 12 %, kar 
je podobno kot pri naših poskusih. Bioakumulacijski faktorji za jesenske gobane iz trdnih 
gojišč so se gibali v podobnem razponu. Iz navedenega lahko povzamemo, da je jesenski 
goban B. edulis zelo učinkovit pri mobilizaciji in absorpciji slabo topnih oblik Hg, HgS. 
Glede na ugotovljeno večjo topnost in mobilnost HgCl2 v primerjavi s HgS, sta tako tudi 
višji privzem in višji bioakumulacijski faktor za jesenske gobane v gojiščih s HgCl2 
logična posledica. 
 
Postopki obdelave gliv iz tekočih gojišč so vplivali na koncentracije Hg v miceljih 
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bukovih ostrigarjev in DSE 148, ne pa na koncentracije v jesenskih gobanih, gojenih v 
trdnih gojiščih. So pa na slednje vplivali postopki obdelave v kombinacijah z dodatkom 
Se v gojišče in/ali obliko dodanega Hg (HgCl2 ali HgS) (Preglednica 19). Kuhanje (voda 
ali ocetna kislina) jesenskih gobanov iz trdnih gojišč je pokazalo izplavljanje Hg samo, 
če so bili gobani gojeni na HgS+Se, pri ostalih so koncentracije narasle. To so opazili tudi 
Perello in sod. (2008), pri različnih vrstah živil (različne vrste rib in mesa, stročji fižol, 
riž, krompir, olivno olje) – surovih, kuhanih, pečenih ali ocvrtih. Poskusi s kostanjevo 
polstenko (Imleria badia), kuhano v solnici (15 minut) so pokazali 15 % izplavljanje Hg, 
če so bile gobe sveže, in 22 %, če so bile gobe zamrznjene (Svoboda in sod., 2002). V 
primeru vlaganja (simulacija z ocetno kislino) rjavih lupinarjev (A. fulva) in lisičk (C. 
cibarius) za 1 mesec je bilo izplavljanje Hg 15-20 %, če so bile gobe sveže, in 50-56 %, 
če so bile gobe zamrznjene pred postopkom vlaganja (Falandysz in sod., 2017). Razlike 
med koncentracijami Hg v kuhanih glivah iz naših poskusov v primerjavi z rezultati, ki 
so jih prikazali Svoboda in sod. (2002), bi razlike lahko razložili s krajšim časom kuhanja 
gliv (10 minut) (Perello in sod., 2008) in posledično manjši izgubi mase na račun lipidov, 
vode in v vodi raztopljenih snovi, tudi Hg, v primerjavi s postopki, ki so jih uporabili 
nekateri drugi raziskovalci (Dickerman in sod., 2005; Falandysz in sod., 2017; Quedraogo 
in Amyot, 2011). Povišane koncentracije Hg v ocetni kislini kuhanih glivah glede na 
liofilizirane bi lahko razložili z vezavo Hg2+ z ocetno kislino, pa tudi z razliko v vezavi 
Hg na različne ligande (HgSe, sulfhidrilne skupine v beljakovinah), ki se kljub kuhanju 
ne razkrojijo in posledično ne izpirajo. Iz micelijev se izperejo le vodotopni in na koloide 
vezani deleži Hg, nekateri pa zaradi segrevanja še izhlapijo (npr. MeHg) (Falandysz in 
sod., 2017; Panichev in Panicheva, 2016). Poleg tega, vir razlik so lahko tudi napake 
tekom meritev z XRF, saj so se v nekaterih primerih koncentracije Hg v glivah gibale 
blizu meje detekcije 50 mg kg-1. Poleg tega bi za ovrednotenje potrebovali večje število 
ponovitev, saj so bile napake glede na bližino povprečij koncentracij Hg pri posameznih 
postopkih izjemno blizu.  
 
5.2.3  Vezavne oblike živega srebra v glivah 
5.2.3.1 Glive iz narave 
Spektri XAS (Hg L3-rob XANES in EXAFS) so bili pomerjeni na izbranih vzorcih gliv z 
namenom ugotoviti povezavo med vezavno obliko Hg ali njegovim ligandom z 
biodostopnostjo in strupenostjo Hg. Predvideli smo, da tvorba komponent med Hg in Se 
zniža biodostopnost Hg in posledično tudi strupenost za potrošnike. V neonesnaženih 
območjih so prevladovale po strukturi Hg-cisteinu podobne komponente, natančneje di-
tiolne Hg komponente (Preglednica 20 in 21). Območja Idrije, kjer so bile pomerjene 
višje koncentracije Hg tako v zemlji kot v gobah, so se kot odgovor na strupenost Hg 
povečali deleži tretra-tiolnih in HgSe komponent. Gobani Boletus spp. vsebujejo do 1 % 
žvepla, medtem ko se v ostalih glivah in rastlinah koncentracije žvepla gibljejo med 0,1 
in 0,5 % (Kavčič in sod., 2017). S tem lahko pojasnimo velik delež vezavnih mest za 
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kovinske ione, tudi Hg2+, ki ga predstavljajo tioli. Velik delež HgSe komponent 
(Preglednica 21), ki smo jih zasledili v s Se bogatih kozjenogih mesnatovcih, pa 
predstavljajo drugačno strategijo obrambe pred strupenim Hg. Namreč, Hg vezan v 
kompleksih kot HgSe, je slabše biodostopen in zato manj strupen za to vrsto glive. Poleg 
tega je povečano kopičenje Hg v miceliju posledica povečanega privzema preko 
transporta z vezavo na z žveplom ali Se bogate beljakovine ali pa privzema skupaj s 
privzemom esencialnih elementov (Azevedo in Rodriguez, 2012; Gooday, 1982). 
  
5.2.3.2 Glive iz umetnih gojišč 
Vezavne oblike Hg v glivah iz tkivnih kultur, rastočih na gojiščih onesnaženih s HgCl2, v 
naši raziskavi niso pokazale odstopanj od že znane vezave, ki so jo pokazali Kodre in sod. 
(2017). Pokazali so, da so deleži, in posledično odstotki, sosednjih atomov glede na 
centralni Hg-atom sledeči: 64 % se ga nahaja vezanega v tetra-tiolni komponenti (Hg-(S-
R)4), 24 % v di-amino komponenti (Hg-(N-R)2) ter di-tiolni komponenti (Hg-(S-R)2). 
Tetra-tiolne komponente so na primer metalotioneini in fitokelatini, z žveplom bogate 
beljakovine. Poleg fitokelatinov, ki so jih nedavno potrdili pri jesenskih gobanih B. edulis, 
se metalotioneini sintetizirajo kot odgovor na povišane koncentracije kovin in igrajo 
pomembno vlogo pri njihovi detoksifikaciji (Kodre in sod., 2017; Collin-Hansen in sod., 
2007). Lahko zaključimo, da so obrambni mehanizmi gliv na prisotnost Hg v obliki HgCl2 
v umetnih gojiščih podobni ne glede na vrsto proučevane glive. 
 
5.3  ŽIVALI 
 
5.3.1 Interakcije selena in živega srebra v polžih  
5.3.1.1 Rastline kot vir hrane 
Dodatek Se v rastlinski hrani se je pogosto odrazil kot odločujoč dejavnik pri stopnji 
prehranjevanja polžev in posledično stopnji rasti (Preglednica 22). Najnižje sveže in suhe 
biomase ter najnižjo stopnjo prehranjevanja in tudi rasti smo izmerili pri polžih, hranjenih 
z zeleno solato, ki so rasle na i zemlji. Obenem so bile pri slednjih ugotovljene najvišje 
koncentracije in vsebnosti Hg v hepatopankreasu in mišicah v primerjavi s polži, 
hranjenimi z zeleno solato, ki je rasla na H substratu. Pri skupini i/Se smo zabeležili 
najvišje biodostopnost Hg za hepatopankreas, koncentracije Se in stopnje stresa preko 
meritev malondialdehida. To nakazuje povišano stopnjo stresa zaradi povečanja 
biodostopnosti Hg za hepatopankreas ob dodanem Se. Povišane koncentracije 
malondialdehida in vsebnosti Hg so se odrazile v nižjih vsebnostih kalcija v organih (Slika 
19). Zmanjšanje biomas in povečanje poškodb celičnih membran pri polžih i/Se 
pripisujemo tudi previsokim zaužitim koncentracijam Se z zeleno solato, kar je 
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spodbudilo dodatne strupene učinke, najverjetneje preko interakcije tiolnih skupin z 
različnimi encimi in beljakovinami (Zwolak in Zaporowska, 2012). 
 
Po drugi strani je dodatek Se pri H/Se izpostavljenih polžih zmanjšal stopnjo stresa v 
primerjavi s H (Preglednica 22). Pri obeh skupinah se je Hg zadrževal v HP, z majhnim 
prenosom v mišice (M). Biofortifikacija rastlin s Se je zmanjšala kopičenje Hg v HP pri 
H/Se, in tudi v M, kar se je odrazilo v statistično nižji koncentraciji M-MDA. Podobno 
zmanjšanje privzema Hg ob prisotnosti Se so pokazali Zidar in sod. (2016), kjer so bili 
modelni organizmi, izopodi (Porcelio scaber), hranjeni z rastlinami, gojenimi na HgCl2 
in biofortificiranimi s Se. Podobno tudi pri polžih nismo zaznali zmanjšanja privzema Hg 
ob prisotnosti Se.   
 
Na splošno bi lahko rekli, da popravljalni in obrambni mehanizmi ter mehanizmi 
homeostaze v polžih brez ali ob dodatku Se s hrano (raslinsko ali glivno) niso dovolj 
učinkoviti, da bi kljubovali onesnaženosti okolja s HgCl2. Glede na naše rezultate lahko 
zaključimo, da bioindikatorji stresa, kot sta sveža biomasa organov in koncentracije 
malondialdehida v tkivih, narastejo ob akutni, 7-14 dni trajajoči izpostavljenosti Hg. 
5.3.1.2 Glive kot vir hrane 
Na splošno se je stopnja rasti povečevala z vsebnostjo Se v hrani in s padanjem vsebnosti 
Hg v HP polžev (Slika 20). Polži, hranjeni z jesenskimi gobani iz Idrije, so imeli negativno 
stopnjo rasti kljub nezmanjšani stopnji prehranjevanja glede na ostale polže. Po koncu 
prehranjevalnega poskusa so imeli ti polži nižje sveže biomase hepatopankreasov in mišic 
kot polži iz neonesnaženega območja Dragomerja (Preglednica 26). Oboje kaže na 
kumulativno strupenost Hg. Slabšo rast in uspešnost reprodukcije so poročali tudi Gimbert 
in sod. (2016) pri polžih Centaureus aspersus, hranjenih s Hg. Poleg tega so bile stopnje 
lipidne peroksidacije kot pokazatelja stresa povišane v polžjih hepatopankreasih polžev, 
ki so bili hranjeni z jesenskimi gobani iz Idrije. Nasprotno pa polži, hranjeni z jesenskimi 
gobani iz neonesnaženih območij, niso kazali znakov stresa (Slika 21).  
 
Vplivi postopkov obdelave (kuhanje v vodi, ocetni kislini ali sušenje) jesenskih gobanov 
iz narave so se prav tako odrazili v nekaterih fizioloških značilnostih (Preglednica 26). 
Kljub temu, da je bila stopnja rasti polžev, ki so se prehranjevali s H/Se bukovimi ostrigarji 
nižja od stopnje rasti polžev, ki so se hranili s H bukovimi ostrigarji, so bile biomase 
hepatopankreasa in mišic pri H/Se polžih višje kot pri H polžih ne glede na postopek 
obdelave bukovega ostrigarja – kuhanje ali sušenje (Preglednica 25b). Tako kot smo 
pokazali zaščitno vlogo Se pri prehranjevanju z zeleno solato, gojeno na HgCl2 substratu, 
tudi rezultati s prehranjevanjem z glivami kažejo na zaščitno vlogo Se pred strupenostjo 
Hg. Glede na postopke obdelave gliv lahko rečemo, da je prehranjevanje s posušenimi 
bukovimi ostrigarji iz umetnih gojišč v primerjavi s kuhanimi glivami v destilirani vodi 
ali ocetni kislini nakazalo na zmanjšanje sveže in suhe mase organov, kar je eden izmed 
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pokazateljev stresa. Biodostopnost Hg iz liofiliziranih bukovih ostrigarjev je potrdila 
domneve, saj je bila za hepatopankreas in mišico višja v primerjavi s kuhanimi bukovimi 
ostrigarji. Sveža in suha biomasa mišic sta se prav tako zmanjšali, če so bili polži hranjeni 
z liofiliziranimi jesenskimi gobani iz Idrije glede na uživanje predhodno kuhanih gobanov 
iz Idrije. To ponovno nakazuje na povišano stopnjo stresa v organizmih, ki uživajo 
posušene glive. Povišana stopnja stresa se je ujemala z najvišjimi koncentracijami Hg v 
hepatopankreasu in mišicah teh polžev kljub najnižji biodostopnosti Hg v primerjavi s 
kuhanimi jesenskimi gobani. Padec biomase je bil prav tako značilen tudi pri deževnikih 
Eisenia foetida, gojenem na zemlji s HgClCH3. Zmanjševanje biomase je ustrezalo 
naraščanjem koncentracij Hg v zemlji, hkrati pa so z naraščanjem koncentracij Hg v zemlji 
naraščale tudi koncentracije Hg v deževnikih. Z naraščanjem Hg se je povečevala tudi 
smrtnost deževnikov (Lapinski, 2008). 
 
5.3.2  Privzem in biodostopnost živega srebra za polže 
Biodostopnost in privzem Hg z uživanjem rastlinske ali gobje hrane smo ovredotili s polži 
lazarji (Arion vulgaris) kot modelnimi organizmi.  
5.3.2.1 Rastline kot vir hrane 
Z biodostopnostjo smo ovrednotili stopnjo privzema Hg iz rastlinske hrane glede na 
celotno maso organov polžev (hepatopankreas in mišično tkivo) ter upoštevajoč stopnjo 
prehranjevanja in stopnjo rasti polžev, ki jih bioakumulacijski faktor ne zajema.  
 
Biodostopnost Hg za hepatopankreas iz rastlinske hrane je bila podobna ne glede na 
dodatek Se v rastlinski hrani (Preglednica 27). Razlike v privzemu Hg so se pokazale 
predvsem na nivoju mišic ne glede na to, na kakšnem substratu so rasle rastline (Slika 
22). Med rastlinsko hrano, ki je bila gojena na HgCl2 substratu, je bila nizka biodostopnost 
ugotovljena pri zelenih solatah (2,9 %), oljnih ogrščicah (4,9 %) in navadnih ajdah (6,1 
%), visoka pa pri navadnih sončnicah (12,4 %) in koruzi (45,4 %). Pri slednjih dveh se je 
ob prisotnosti Se v hrani biodostopnost Hg v hepatopankreasu zmanjšala, medtem ko se 
je pri ostalih rastlinah povečala. Zanimivo, z izjemo uživanja zelene solate in oljne 
ogrščice, so ob odatku Se koncentracije Hg v hepatopankreasih povsod narasle.   
 
Uživanje zelene solate, gojene na H ali i substratu je pokazalo, da je bilo Hg, nakopičeno 
v solatah iz i, bolj dostopno za polže. Več se ga je transportiralo v mišice, kar smo 
ugotovili preko povišane biodostopnosti Hg za mišice, povišanih koncentracij Hg glede 
na H ter razmerja med koncentracijo Hg v hepatopankreasu in koncentracijo Hg v mišici 
(rezultati niso prikazani). Vezavne oblike Hg v mišičnih tkivih nevretenčarjev, rib in 
sesalcev kažejo, da je več kot 90 % Hg v mišicah prisotnega v mobilni, visoko biodostopni 
in strupeni obliki Hg, to je metiliranem Hg (MeHg) (Rua-Ibarz in sod., 2016; Sadhu in 
sod., 215; Wagemann in sod., 1998). Povišan privzem Hg v poganjke rastlin in mišice 
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polžev tako nakazuje prisotnost MeHg v zemlji in vzdolž prehranske verige v skladu z 
nekaterimi drugimi raziskavami v Idriji (Gnamuš, 2002; Gnamuš in sod., 2000; Tomiyasu 
in sod., 2017, 2012). Po drugi strani je nastanek MeHg v HgCl2 onesnaženi zemlji 
zanemarljiv, kar kažejo nižje translokacije Hg iz korenin v poganjke in iz hepatopankreasa 
v mišice. Slednje pripisujemo močni vezavi Hg2+ s S-ligandi (Kodre in sod., 2017).  
 
Dodatek Se je povečal biodostopnost Hg za hepatopankreas tako iz i/Se kot H/Se rastlin 
ter v mišice iz i/Se rastlin, vendar z drugačnim fiziološkim odgovorom med H in i skupino. 
Iz slednjega smo sklepali na različne mehanizme interakcij Hg-Se pri obeh. Pri rastlinah, 
gojenih v zemlji, onesnaženi z vodotopnim HgCl2, je pričakovana prisotnost Hg
2+, ki se 
veže s tiolnimi skupinami v koreninah in tako imobilizira Hg v njih in naprej po verigi. 
Zaradi nizkih koncentracij Se v koreninah je interakcija Hg-Se tako manj verjetna. Po 
drugi strani bi lahko manjša količina lipofilnega in strupenega MeHg lahko razložila 
visoko mobilnost in strupenost v polžih, hranjenih s solato iz Idrije.  
 
Biofortifikacija rastlin s Se, ki rastejo na s HgCl2 onesnaženih tleh, je torej priporočljiva, 
saj se zmanjša biodostopnost Hg za višje trofične nivoje, in s tem zaščiti prebavne organe 
organizmov, ki bi uživali biofortificirane rastline. Takšna priporočila bi dali na primer 
ljudem, ki živijo v predelu rudnikov Hg v Španiji, kjer so povišane koncentracije Hg v 
obliki HgCl2 (Almaden in Astuarias, Španija). Po drugi strani pa biofortifikacija rastllin, 
rastočih na idrijskih tleh, ni priporočljiva, ker Se v tem primeru poveča biodostopnost Hg 
za rastline in za višje trofične nivoje. Hkrati rezultati nakazujejo, da je ob vrednotenju 
biodostopnosti Hg potrebno proučiti tudi fiziološke odgovore izpostavljenih organizmov. 
5.3.2.2 Glive iz narave kot vir hrane 
Biodostopnost Hg iz jesenskih in črnih gobanov, nabranih na neonesnaženih območjih in 
območju Idrije so pokazali korelacijo s koncentracijami Hg v glivah in koncentracijo Hg 
v hepatopankreasu polžev (Slika 23), kot so pokazali tudi nekateri drugi raziskovalci 
(Boshoff in sod., 2015; Gimbert in sod., 2016). Ugotovili smo tudi negativno linearno 
odvisnost biodostopnosti Hg od vsebnosti Se v hrani, ki pa je bila obratno sorazmerna z 
vsebnostjo Hg (Slika 24). Razmerje med biodostopnostjo Hg za hepatopanreas in 
vsebnostmi Se nakazuje, da Se zniža biodostopnost Hg za hepatopankreas in tudi njegovo 
strupenost vzdolž prehranjevalne verige glive – polž.  
 
Najvišjo biodostopnost Hg iz črnega gobana (B. aereus) smo potrdili z najvišjim 
odstotkom biodostopnosti Hg za proučevane organe polžev (Preglednica 30). Znašala je 
kar 30,5 % za hepatopankreas in 5,3 % za mišico. Prehranjevanje z jesenskimi gobani (B. 
edulis) se je odrazilo v manjših biodostopnostih za Hg, in sicer za hepatopankreas med 
12,8 do 16,6 % in za mišico med 0,79 % do 1,84 %. Najnižja biodostopnost Hg pa je bila 
ugotovljena pri kozjenogih mesnatovcih, kar je koreliralo z visokimi koncentracijami Se 
v gobi in tudi visokim deležem HgSe komponent (Preglednica 32), o čemer so poročali 
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že Šlejkovec in sod. (2000). Zaradi močnih vezi med Hg in Se v teh komponentah postane 
Hg manj dostopno in hkrati manj strupeno za uživalce gob. Poleg tega lahko višje 
koncentracije Se v gobah poleg višje tvorbe komponent HgSe v njih izzovejo tudi višjo 
tvorbo komponent HgSe v polžjem hepatopanreasu (Kavčič in sod., 2019). 
 
Transport Hg iz hepatopankreasa v mišice je pogojen z mobilnostjo oblike Hg v 
organizmu (Miklavčič in sod., 2013; Gnamuš, 2002). Najbolj mobilna oblika v bioloških 
sistemih je MeHg (Rua-Ibarz in sod., 2016), zato lahko sklepamo, da je višja translokacija 
Hg iz hepatopankreasa v mišice v polžih, ki so se prehranjevali s črnim gobanom B. 
aereus, povezana bodisi s šibkejšo vezavo Hg v hepatopankreasu bodisi z višjo 
koncentracijo Hg v obliki MeHg. Kot smo že omenili v podpoglavju 5.3.1.1 obstajajo 
raziskave, ki so ugotovile, da se Hg kopiči v mišicah tako nevretenčarjev kot vretenčarjev 
(Miklavčič in sod., 2013; Rodriguez in sod., 2011; Rua-Ibarz in sod., 2016; Sadhu in sod., 
2015), večinoma kot MeHg. Vsebnost MeHg gliv, najdenih v okolici rudnika v Idriji 
lahko, glede na podatke od Miklavčič in sod. (2013), sega do 12 %. Raziskave iz Švice so 
potrdile prisotnost MeHg od 5 do 8 % v nekaterih glivah, vendar Boletus spp. niso bili 
vključeni (Rieder in sod., 2011). V naših vzorcih MeHg žal z analizami XAS nismo mogli 
določiti, saj je meja detekcije za MeHg ~5 %. Kljub temu je bila očitna razlika v vezavi 
Hg v hepatopankreasu pri polžih, hranjenih z jesenskim gobanom ali kozjenogim 
mesnatovcem (glej 5.3.3.2).  
 
Postopki obdelave gliv (kuhanje v destilirani vodi ali ocetni kislini), nabranih v naravno 
onesnaženih območjih Idrije, so znižali koncentracije Hg v samih jesenskih gobanih. 
Posledično so se zmanjšale tudi koncentracije Hg v hepatopankreasu polžev glede na tiste 
polže, ki so uživali liofilizirane jesenske gobane (Preglednica 30). Biodostopnost Hg za 
hepatopankreas in mišice, če so polži uživali kuhane jesenske gobane, je bila višja v 
primerjavi z liofiliziranimi jesenskimi gobani. Nasprotno sta Quedraogo in Amyot (2011) 
na primeru človeške prebavne cevi pokazala, da se biodostopnost Hg ob uživanju rib, ki 
so bile ali kuhane ali cvrte, zmanjša za 40-60 % glede na surove ribe.  
 
5.3.2.3 Glive iz umetnih gojišč kot vir hrane 
 
Prehranjevanje z ostrigarji, ki so rasli v HgCl2 gojišču ob dodatku Se, je znižalo 
koncentracije Hg v hepatopankreasu, če so bili bukovi ostrigarji kuhani v destilirani vodi 
ali ocetni kislini. Temu je sledila tudi nižji biodostopnost Hg za hepatopankreas. Razlike 
v vsebnostih Hg v hepatopankreasu in mišici kot tudi biodostopnosti Hg smo potrdili z 
diskriminančno analizo, ki je pokazala vpliv obeh faktorjev – tako postopka obdelave 
ostrigarjev kot dodatka Se v hrani, na naštete parametre, in sicer s p<0,001 (Preglednica 
30). V tem primeru so rezultati v skladu z ugotovitvami Quedraogo in Amyot (2011), ki 
sta na ponazoritvi človeške prebavne cevi pokazala, da se biodostopnost Hg ob uživanju 
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rib, ki so bile ali kuhane ali cvrte, zmanjša za 40-60 % v primerjavi z uživanjem surovih 
rib. Glede na to, da smo proučili postopke obdelave gliv na dveh različnih vrstah (bukov 
ostrigar ali jesenski goban), gojenih ali nabranih v naravi, bi razlike v biodostopnosti Hg 
pripisali različnim deležem vezave Hg na različne ligande, ki so očitno različno 
razgradljivi/dostopni. 
 
5.3.3 Vezavne oblike živega srebra v živalih 
5.3.3.1 Rastline kot vir hrane 
Hranjenje polžev s sončnicami, gojenimi na HgCl2 ali HgCl2 ob dodanem Se, je tako kot 
pri koreninah sončnice tudi v polžjem hepatopankreasu pokazalo nekatere razlike v 
deležih vezave Hg na ligande. Prisotnost Se v rastlinski hrani je vplivala na zmanjšanje 
deleža Hg-cisteinu podobnih okolij v hepatopankreasu in mišici. V referenčni komponenti 
Hg-cistein predstavlja 84 % vezave Hg vezava na tiolne skupine. To pomeni, da je dodatek 
Se v prehrani zmanjšal odstotek vezave na tiolne ligande in povečal odstotek vezave na 
N-ligande, kar smo sklepali iz povečanja deležev reference Hg-histidin. Uživanje samo s 
Hg onesnažene rastlinske hrane se je odrazilo v večjih deležih vezave Hg na tiolne 
skupine, vezava na diamino ligande pa je bila posledično manjša (Preglednica 31). 
 
5.3.3.2 Glive kot vir hrane 
Deleži ligandov, prisotnih v hepatopankreasu polžev, ki so bili hranjeni bodisi s 
kozjenogim mesnatovcem bodisi z jesenskim gobanom, so pokazali korelacijo s 
koncentracijami Hg in Se v hepatopankreasu. Kot že opisano zgoraj, slednje korelirajo 
tudi s koncentracijami Hg in Se v gobah in posledično vezavo Hg v tkivih. Kozjenogi 
mesnatovci z visoko koncentracijo Se so vezali Hg v di-tiolne in HgSe komponente, 
medtem ko so jesenski gobani iz Idrije (Hg-onesnaženo področje) večino Hg vezali v di-
tiolne komponente. Pri polžih, hranjenih s kozjenogimi mesnatovci, je večinski odstotek 
Hg- komponent zajemal HgSe, medtem ko so polži, ki so za hrano prejemali jesenske 
gobane, 60 % Hg vezali v di-tiolne komponente (Preglednica 32). Očitno visoke 
koncentracije Se v glivah učinkovito imobilizirajo Hg v polžjem hepatopankreasu. 
 
5.4  PREVERJANJE HIPOTEZ 
V doktorskem delu smo preverjali 3 hipoteze, ki so se glasile: 
1. Selen, škropljen po listih (rastline) ali dodan v substrat (glive), bo spremenil 
privzem Hg v rastline in glive. 
2. Selen bo vplival na vezavne oblike in biodostopnost Hg v rastlinah in glivah za 
višje trofične nivoje. 
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3. Selen bo omilil negativne učinke Hg v rastlinah in glivah in naprej v prehranjevalni 
verigi. 
 
HD1: Selen, škropljen po listih (rastline) ali dodan v substrat (glive), bo spremenil 
privzem Hg v rastline in glive. 
 
Glede na naše rezultate lahko prvo hipotezo delno potrdimo. Listno škropljenje rastlin je 
sicer spremenilo privzem v korenine ali poganjke nekaterih rastlin, vendar na nivoju 
privzema Hg v celotno rastlino razlike ni bilo. Hipotezo lahko potrdimo za glive iz gojišč, 
kjer so bile prisotne razlike v privzemu Hg v glive v odvisnosti od dodanega Se.  
 
HD2: Selen bo vplival na vezavne oblike in biodostopnost Hg v rastlinah in glivah 
za višje trofične nivoje. 
 
Drugo hipotezo lahko v celoti potrdimo. Biodostopnost Hg za višje trofične nivoje v 
odvisnosti od prisotnosti Se v rastlinski ali glivni hrani se je spremenila. Prisotnost Se v 
rastlinski hrani, ki je bila izpostavljena Hg v obliki HgCl2, je povečala biodostopnost Hg 
za polže, a hkrati zmanjšala negativne učinke Hg nanje. Prav tako je dodatek Se v 
rastlinski hrani, če je ta rasla na HgS, biodostopnost Hg povečal, povečal pa je tudi 
negativne učinke Hg na organizme. Dodatek Se je povečal delež vezave Hg na Hg-N 
ligande, medtem ko je odsotnost Se povzorčila vezavo na Hg-S ligande tako v rastlinah 
kot v hepatopankreasu polžev, ki so te rastline uživali.  
 
Prisotnost izključno Hg v glivah je povečala biodostopnost Hg za višje trofične nivoje, 
medtem ko je hkratna prisotnost Hg in prebitek Se v micelijih gliv biodostopnost Hg 
zmanjšala, kar se je pokazalo tudi v različni vezavi Hg na različne ligande v organizmih. 
Višji odstotek HgSe komponent v glivah smo povezali z višjo koncentracijo Se v glivah 
ter tudi z zmanjšano biodostopnostjo Hg za polže.  
 
Dodatek Se je torej vplival na biodostopnost Hg za višje trofične nivoje, če so se polži 
prehranjevali z onesnaženimi rastlinami ali glivami. Prav tako je dodatek Se vplival na 
vezavne oblike Hg že v samih rastlinah in glivah ter nato tudi v hepatopankreasih polžev, 
ki so se z rastlinami in glivami prehranjevali. 
 
HD3: Selen bo omilil negativne učinke Hg v rastlinah in glivah in naprej v 
prehranjevalni verigi. 
 
Tretjo hipotezo smo le delno potrdili, in sicer drži za višje trofične nivoje.  
 
Negativni učinki Hg ob biofortifikaciji rastlin s Se so se zmanjšali, če so rastline rasle na 
HgCl2 substratu (biomase poganjkov, koncentracije klorofilov, stopnja stresa). Če so rasle 
Kavčič A. Vpliv selena na privzem, vezavne oblike in biodostopnost živega srebra v izbranih rastlinah in glivah.  
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
106  
na idrijski zemlji, razlik ob dodatku Se ni bilo. Prav tako dodatek Se v trdna gojišča ni 
vplival na razraščanje micelijev po površini, medtem ko se je vpliv Se pokazal v tekočih 
gojiščih. Ponovno se je pokazala razlika v rasti micelijev na račun oblike Hg v gojišču – 
HgCl2 je deloval bolj strupeno kot HgS. Glede na rezultate lahko torej tretjo hipotezo 
delno ovržemo, saj je dodatek Se pri rastlinah in glivah, ki so rasle na s Hg onesnaženih 
substratih, še dodatno povečal negativne učinke Hg. Seveda z nekaterimi izjemami (ajde, 
kozjenogi mesnatovci iz okolja).  
 
Hipotezo lahko delno potrdimo z vidika vplivov Se na višje trofične nivoje. Kot je 
napisano zgoraj pod točko HD2, je kombinacija HgCl2 in Se negativne učinke Hg na polže 
zavrla, kombinacija HgS in Se pa je ob uživanju rastlinske hrane negativne učinke 
povečala. Uživanje gob iz narave (HgS) je negativne učinke Hg zmanjšalo s 
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6  SKLEPI 
 
Doktorska naloga predstavlja površinski »screening« mehanizmov privzema Hg v rastline 
in glive v odvisnosti od Se ter transport Hg naprej po prehranjevalni verigi. Zajema 
laboratorijsko izvedene simulacije procesov privzema, prenosa in vezave Hg v tkiva in jih 
poskuša teoretično prenesti na naravno okolje. Prenos laboratorijsko ugotovljenih 
mehanizmov je izredno zahtevna naloga, saj lahko na podlagi našega dela vidimo, da je 
biotska/vrstna pestrost izredna in da so uniformni sklepi glede na kompleksnost 
ekosistemov in posledično številnih parametrov, ki jih ni mogoče vključiti v laboratorijske 
izvedbe poskusov, praktično nemogoči. Vseeno lahko na podlagi pričujočega dela 
povzamemo, da:  
 
- Listno dodan Se pospeši rast poganjkov v višino in inducira cvetenje, če rastline 
uspevajo na neonesnaženi zemlji. 
- Selen v obliki selenata je bolj strupen kot selenit zaradi svoje mobilnosti in večjega 
privzema in kopičenja v koreninah in poganjkih rastlin.  
- Navadne sončnice so bile bolj dovzetne za poškodbe v primerjavi s koruzo, kar se je 
pokazalo tudi v zmanjšani rasti korenin in poganjkov in povišanih koncentracijah 
žvepla kot odgovorom na stres, povzročen s kombinacijo Hg in Se. 
- Privzem Hg v poganjkih je posledica transporta iz korenin v poganjke in ne posledica 
volatilizacije Hg iz hidroponske raztopine s Hg in selenatom. Kombinacija Hg in 
selenita v raztopini zmanjša privzem Hg v tkiva.  
- Naravno prisotno Hg v zemlji (cinabarit (HgS), Idrija) in umetno (HgCl2) onesnažen 
substrat s Hg v kombinaciji brez ali z listnim škropljenjem s Se ne vplivata na 
bioakumulacijo in privzem Hg v rastline, ki pa je vrstno specifičen. 
- Listno škropljenje rastlin s Se, ki so bile gojene na umetno onesnaženi zemlji H, je 
zavrlo negativne učinke Hg pri zeleni solati, koruzi, navadni ajdi in oljni ogrščici. 
- Vezavne oblike Hg v koreninah navadnih sončnic so pokazale, da dodatek Se 
spremeni razmerje vezave na ligande in/ali njegovo koordinacijsko stanje Hg, pri 
čemer Hg prehaja iz žveplovih na dušikove ligande. Komponent HgSe v koreninah 
navadnih sončnic nismo potrdili. 
- Razraščanje micelijev gliv na gojiščih je uspešnejše na cinabaritni podlagi kot na 
podlagi s HgCl2, kar pripisujemo manjši topnosti in strupenosti HgS. 
- Privzem Hg v glive iz narave je odvisen od vsebnosti Hg v tleh. 
- Na splošno privzem Hg v organizme sledi težnji v naslednjem, naraščajočem redu: 
HgS < HgS + Se < HgCl2 + Se < HgCl2. 
- Vezava Hg v glivah je odvisna od prisotnosti Se in koncentracije Hg v substratu oz. 
tkivu: delež v HgSe vezanega Hg pada z naraščanjem koncentracije Hg v miceliju 
glive. 
- Vpliv Hg in/ali Se se zazna tudi na drugem trofičnem nivoju, in sicer je privzem Hg 
iz gliv v hepatopankreas polžev manjši z večanjem vsebnosti Se v hrani.  
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- Prehranjevanje z gobami z visoko vsebnostjo Se je v polžjih HP povzročilo vezavo 
Hg v HgSe komponente in nekaj v di-tiolne komponente. Visoka koncentracija Hg v 
gobah je vplivala na vezavo Hg v hepatopankreasu polžev pretežno v di-tiolne Hg 
komponente, delno pa tudi v tetra-tiolne in HgSe komponente. 
- Vezava Hg v HgSe komponente zmanjša Hg biodostopnost in strupenost za 
organizme, ki uživajo s Hg onesnažene gobe. Kljub temu bi priporočili omejitev 
pretiranega uživanja gob iz območij, ki so onesnažena s Hg. 
- Kuhanje gob v destilirani vodi ali 9 % ocetni kislini povzroči izplavljanje Hg in Se iz 
micelijev, vendar poveča biodostopnost preostalega Hg za uživanje tako obdelanih 
gob. Končna vsebnost Hg v organih tistih, ki uživajo kuhane gobe, je kljub temu 
manjša kot pri uživanju posušenih gob. 
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7 POVZETEK 
7.1  POVZETEK 
Selen (Se) je mikroelement, nujno potreben v prehrani ljudi in živali, saj kot  kofaktor 
sodeluje v presnovnih procesih številnih encimov, beljakovine, ki vsebujejo Se, pa 
delujejo kot antioksidanti in imajo tako neposreden antikancerogen in zaščitni učinek pred 
oksidativnim stresom. V Evropi se večinoma srečujemo s pomanjkanjem Se v prehrani, 
zato se v zadnjih letih razvija praksa dodajanja Se v prehrano preko t.i. biofortifikacije 
kulturnih rastlin, predvsem žit, s selenovimi raztopinami. Nekatere študije so pokazale, da 
lahko Se s kovinami, kot je Hg, tvori netopne komponente (HgSe) ter tako zmanjša 
biorazpoložljivost in strupenost kovin v okolju. Namen doktorske disertacije je bil zato 
proučiti, kako dodatek selena vpliva na privzem, vezavne oblike in biodostopnost živega 
srebra (Hg) v rastlinah, glivah in modelnih živalih, polžih lazarjih (Arion vulgaris). Z 
doktorskim delom smo želeli postaviti na dokazih temelječa izhodišča, ki bi pripomogla 
k poznavanju interakcij Hg s Se v rastlinskih, glivnih in živalskih tkivih kot osnova za 
razvoj tehnologij za zmanjšanje biodostopnosti in strupenosti Hg v prehrani.  
 
Rastline smo gojili ali na hidroponski raztopini ali pa na naravno (Idrija) ali umetno 
(HgCl2) onesnaženi zemlji, brez ali ob listno dodanem Se (kalijev selenat). Učinke 
dodanega Se smo natančneje proučili pri rastlinah, gojenih na hidroponski hranilni 
raztopini s kombinacijo Hg in/ali Se, na idrijski zemlji, kjer naravno prisotni Hg 
prevladuje v obliki HgS, ali na umetno onesnaženem (HgCl2) substratu. Rastline, gojene 
na substratu, so Se prejemale preko listnega škropljenja. Glive smo gojili v tekočih ali 
trdnih gojiščih, onesnaženih s HgCl2 ali HgS, prav tako brez ali z dodanim Se v gojišče. 
Nekatere glive smo nabrali v naravi, in sicer na s Hg neonesnaženih območjih ali na 
območju Idrije z naravno prisotnim Hg. Ob koncu poskusov smo opazovali morfološke in 
biokemijske spremembe v organizmih, kot so spremembe sveže in suhe biomase 
posameznih organov (poganjkov in korenin rastlin ter hepatopankreasov in mišic polžev) 
oz. micelijev gliv, koncentracije klorofilov v poganjkih, stopnjo stresa v tkivih preko 
koncentracije malondialdehida. V liofiliziranem materialu smo izmerili koncentracije Hg 
in Se. Vezavne oblike Hg v organih smo določali s pomočjo sinhtrotronske tehnike 
rentgenske absorpcijske spektroskopije.  
 
Fiziološki odgovori rastlin so pokazali, da je dodatek Se na splošno pri rastlinah škodljive 
učinke Hg še povečal, ne glede na vrsto substrata oziroma hidroponsko raztopino. Privzem 
Hg v korenine ali poganjke je bil vrstno specifičen in odvisen od listno dodanega Se. 
Privzem Hg na ravni vsebnosti Hg v celotni rastlini ni pokazal razlik ob dodanem Se glede 
na rastline, kjer Se nismo dodali. Biodostopnost Hg iz zemlje za celotno rastlino se je na 
splošno povišala, če so bile rastline škropljene s Se, vendar razlika ni bila statistično 
značilna. Analize vezavnih oblik Hg v koreninah navadnih sončnic so pokazale, da je 
Kavčič A. Vpliv selena na privzem, vezavne oblike in biodostopnost živega srebra v izbranih rastlinah in glivah.  
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
110  
listno dodan Se vplival na koordinacijsko strukturo in vezavo Hg na sosednje atome v 
koreninah. V koreninah navadnih sončnic, ki so bile izpostavljene samo Hg, se je Hg 
večinsko vezal na di-tiolne ligande (Hg-S). Ob dodatku Se se je vezava Hg preusmerila 
na di-amino ligande (Hg-N).  
 
Razlike so se pojavile tudi v biodostopnosti Hg ob uživanju na Hg substratu vzgojenih 
rastlin za živali. Biodostopnost Hg za polže se je povečala ob dodatku Se, vendar z 
različnimi fiziološkimi učinki na polže. Pri uživanju rastlin, izpostavljenih HgCl2, se je 
stres v hepatopankreasu polžev zmanjšal, medtem ko se je pri uživanju HgS (Idrija) rastlin 
povečal. Stopnja rasti polžev se je zviševala z zviševanjem vsebnosti Se v hrani, ki je bilo 
obratno sorazmerno z vsebnostjo Hg v hepatopankreasu. Vezavne oblike Hg v 
hepatopankreasu polžev so pokazale podobne rezultate kot pri koreninah navadnih 
sončnic. Kjer je bilo prisotno samo Hg, se je vezava Hg usmerila na večinski delež Hg-S 
ligandov, medtem ko je dodatek Se povečal delež vezave Hg na Hg-N ligande.  
 
Potrdili smo vpliv Se na zmanjšanje inhibicije rasti micelijev gliv v gojišču s HgCl2, 
medtem ko dodatek Se na fiziološke parametre gliv v gojišču s HgS ni imel vpliva. 
Miceliji gliv, gojenih v umetno onesnaženih gojiščih, so na splošno povečali privzem Hg 
ob prisotnosti Se, če je bil Hg doveden v obliki HgS, in privzem zmanjšali, če je bil v 
gojišču pristoten HgCl2. Analiza vezavnih oblik Hg v glivah iz HgCl2 onesnaženih 
gojiščih je pokazala 64 % vezave Hg na tetra-tiolne ligande (npr. v zaščitne beljakovine 
metalotioneine) ne glede na vrsto glive v gojišču. Meritve vsebnosti Hg in Se v gobah, 
nabranih v neonesnaženih območjih in idrijskih tleh so pokazale, da gobani (jesenski in 
črni, Boletus edulis in B. aereus) lahko privzamejo visoke koncentracije Hg. Prav tako so 
visoke koncentracije Hg in Se privzeli kozjenogi mesnatovci (Scutiger pes-caprae) iz 
neonesnaženih območij. V gobah iz neonesnaženih območij je bil Hg večinoma vezan v 
di-tiolni in HgSe obliki, medtem ko je v gobah, nabranih na idrijskih tleh, delež HgSe in 
tetra-tiolnih oblik narastel.  
 
Prehranjevalni poskusi z omenjenimi gobami so pokazali, da je bil Hg za polže 
biodostopen, saj se je kopičil v hepatopankreasu in mišicah. Biodostopnost Hg se je 
zmanjševala ob zviševanju koncentracije Se v gobah oz. zviševanju nastajanja 
komponente HgSe. Posledično so se z zviševanjem Se zmanjšali negativni učinki Hg na 
polže. Biodostopnost Hg se je povečala tudi v primeru obdelave gob s postopki kuhanja v 
destilirani vodi ali 9 % ocetni kislini, vendar pa so bile končne koncentracije Hg v 
hepatopankreasu manjše kot v primeru uživanja posušenih gob.  
 
Kot lahko vidimo, dodatek Se vpliva na privzem, vezavno obliko in biodostopnost Hg v 
organizmih. Vsi trije dejavniki so odvisni od vrste organizma, zvrsti Hg in Se, načina 
izpostavitve Hg ter še od mnogih drugih dejavnikov. V grobem povzetku lahko 
zaključimo, da biofortifikacija rastlin s Se, ki rastejo na idrijskih tleh, z vidika privzema 
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Hg v rastline ni priporočljiva. Tudi iz vidika biodostopnosti Hg za potrošnika. Prav tako 
bi odsvetovali uživanje gob iz tega območja, saj je Hg biodostopen, kljub vezavi Hg v 
zaščitne HgSe komponente ob prebitku Se v gobah. Previsokemu zaužitju Hg se kot 
alternativa posušenim gobam lahko izognemo s postopki kuhanja gob v vodi ali kisu. Še 
bolj učinkovito pa je odstranjevanje plodnega tkiva gobe (himenija), s katerim lahko 
zmanjšamo vsebnost Hg v jesenskih gobanih do 50 %. Poleg omenjenih zaključkov smo 
potrdili primernost izbranih indikatorjev (polžev) za hitro spremljanje koncentracij Hg v 
kopenskem okolju, ki bodo služili morebitnim nadaljnjim raziskavam in novim 
spoznanjem na področju interakcij Se in drugih kovin v bioloških sistemih.   
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7.2  SUMMARY 
 
Selenium (Se) is an essential micronutrient for humans and animals, predominantly 
obtained by consumption of cereals, vegetables, meat and fish. In Europe the majority of 
human population lack selenium in their nutrition. To date, foliar and soil application of 
Se fertilisers are feasible approaches to increase Se content in the edible parts of crop 
plants resulting in improved human and animal health. According to research on 
mammals, Se may also protect against stress induced by mercury (Hg) and other metals 
through improved antioxidant activity and through binding into insoluble HgSe 
complexes, therefore reducing metal bioavailability and toxicity in the environment. 
Hence, the aim of our research was to explore the effects of Se on Hg uptake, transfer and 
ligand environment in plants, fungi and slugs as representatives of higher levels of food 
chain. Based on this fact, our main task was to establish evidence-based groundwork for 
Se and Hg interactions in plant, fungi and animal tissues as a basis for the technological 
development for reduction of Hg bioavailability and toxicity in the diet.  
 
Plants were grown either hydroponically or cultured in a potting substrate contaminated 
with HgCl2 or Hg polluted soil collected at the Hg mining and smelting site in Idrija. One 
half of plants of each group were foliarly sprayed with potassium selenate solution. Fungi 
were grown in liquid media or on agarose plates, contaminated with HgCl2 or HgS, with 
or without Se. Some fungi were picked from the nature, from non-polluted or Hg polluted 
(Idrija) sites with HgS as the main source of Hg. Plants and fungi from different treatments 
or environments were offered to slugs (Arion vulgaris) as a food source. At the end of 
experiments morphological and biochemical changes were observed as fresh and dry 
biomass (shoots and roots of plants; mycelium of fungi; hepatopancreas and muscle 
tissues from slugs), concentrations of photosintetic pigments in shoots, and concentrations 
of malondialdehyde as a measure of oxidative stress in the observed tissues. Mercury and 
Se concentrations were measured in freeze-dried and pulverised material. Additionally, 
ligand environment of Hg was studied using synchrotron based X-ray absorption 
spectroscopy. 
 
Physiological responses of plants showed that foliar Se biofortification enhanced toxic 
effects caused by Hg, regardless of the substrate where the plants were grown. Uptake of 
Hg was species specific and depended on foliar Se application. Bioavailability of Hg 
nonsignificantly increased with addition of Se. Furthermore, model ligand environment 
of Hg in common sunflower roots changed where Se was present, resulting in an increase 
of di-amino Hg-ligands (an increase in Hg-histidine reference complex). On the other 
hand, where only Hg was present, the model Hg ligand environment showed higer 
proportions of di-thiol ligands (Hg-S) observed as an increase of Hg-cysteine reference 
compounds. The bioavailability of Hg for slugs increased after consumation of the 
cultivated and Se biofortified plants, but with opposite physiological responses: 
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alleviating stress if feeding on plants from HgCl2 substrate and inducing it if plants from 
Idrija substrate were consumed. Also, slug growth rate increased in the presence of Se in 
the food and decreased with and increase of Hg accumulated in slugs' hepatopancreas. 
Mercury ligand environment changed in a similar manner as observed in common 
sunflower roots. When slugs were fed with Se and Hg exposed plants, Hg in slug 
hepatopancreas was preferably bound to amino ligands (Hg-N). On the contrary, when 
ingested plants were exposed to only Hg, ligand environment of Hg shifted to the majority 
of Hg-S ligands (di-thiol complexes) in slug hepatopancreas.  
 
Addition of Se to Hg-contaminated media generally increased Hg uptake where fungi 
were cultivated in HgS, but decreased it where HgCl2 was present. Results confirmed the 
influence of Se on the reduction of growth inhibition in HgCl2 medium while the fungal 
growth in case of Se additon and HgS in the medium had no effect at all. Ligand 
environment of Hg in HgCl2-grown fungi revealed the majority of Hg being in tetra-
thiolate coordination. 
 
Boletus aereus and B. edulis accumulated significant amounts of Hg, especially at Hg-
contaminated sites of Idrija. Scutiger pes-caprae accumulated signifficant amounts of Se 
and Hg, also at non-polluted sites. Mercury in examined mushrooms from non-polluted 
sites was mostly bound to di-thiolate and di-selenol (HgSe) ligands, while at Hg-polluted 
sites of Idrija, the proportion of di-selenol and tetra-thiolate ligands increased. Feeding 
experiments with slugs showed that Hg present in mushrooms was in a bioavailable form 
as it accumulated in slugs' hepatopancreas and muscle tissues. But, Hg bioavailability 
decreased with an increase of HgSe complexes in the consumed mushrooms, reducing the 
Hg toxicity for the consumers. In slugs fed with B. edulis the majority of Hg was in Hg-
di-thiolate form, while in those fed with S. pes-caprae almost 90 % was present as HgSe. 
Additionally, cooking procedures such as putting B. edulis mushrooms into boiling water 
or 9 % acetic acid showed an increase in Hg bioavailability, while the final content of Hg 
in the hepatopancreas decreased compared to the dried mushrooms. 
 
To conclude, Se supplementation or biofortification affects the uptake, ligand 
environment and bioavailability of Hg in organisms. The three factors depend on the 
species of the organism, type of Se and Hg species, route of exposure etc. In general, Se 
biofortification of plants grown on soils of Idrija is not recommended from the Hg uptake 
and consumer bioavailability point of view. Also, mushrooms collected form Idrija should 
be avoided since Hg is bioavailable despite its HgSe complexation in mushrooms when 
Se is present in excess. Removal of spore forming part of mycelium (hymenium) before 
consumption can eliminate more than 50% of accumulated Hg. Consumation of cooked 
mushrooms (in water or vinegar) could be a safer alternative to consumation of dried 
mushrooms since lower amounts of Hg can be accumulated in consumer's digestive 
system.  
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In addition to aforementioned conclusions, suitability of the selected slug indicators for a 
rapid monitoring of terrestrial environment pollution was confirmed. Hopefully, they will 
serve as a model for further ecotoxicological research and bring new insights into 
interactions of Se with other metals in biological systems. 
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Nekateri parametri za poganjke (POG) in korenine (KOR) pri koruzah (M) in sončnicah (S), izpostavljenih 
4 tedne kombinaciji živega srebra in kalijevega selenita (Se4+) ali selenata (Se6+) v hidroponski raztopini. 
Različne črke ob podatkih za posamezen parameter predstavljajo statistično značilne razlike med 
izpostavitvami (Duncanov post-hoc test, p<0,05). Zvezdice (*) označujejo statistično značilno razliko med 
izpostavitvijo bodisi selenatu ali selenitu znotraj rastlinske vrste (Studentov t-test, p<0,05). 
 
Some traits of shoots (POG) and roots (KOR) from maize (M) and sunflower (S) plants, exposed to a 
combination of mercury and potassium selenite (Se4+) or selenate (Se6+) in 4 weeks of exposure on 
hydroponics. Different letters represent statistically significant differences between treatments and plant 
species (Duncan's post-hoc test, p<0,05). Asterisk (*) indicates a statistically significant difference in a 
pairwise comparison among the use of different Se species in either maize or sunflower (Student t-test, 
p<0,05). 
 
 M/H M/Se4+ M/Se6+ S/H S/Se4+ S/Se6+ 
višina POG  
(cm) 
27,1 ± 3,3  
d 
22,6 ± 2,5  
cd 
17,0 ± 2,0  
bc 
10,0 ± 1,9  
a 
13,0 ± 1,14 
ab 
9,1 ± 0,3  
a 
FW KOR (g) 
9,47 ± 0,86  
b 
8,79 ± 1,36  
b 
8,59 ± 1,43  
b 
6,48 ± 4,32 
ab 
9,22 ± 2,77 
b* 
1,52 ± 0,39  
a 
FW POG (g) 
9,91 ± 0,58  
c 
9,08 ± 1,53 
bc 
8,98 ± 1,33 
bc 
4,89 ± 2,52 
ab 
6,47 ± 1,77 
abc 
2,33 ± 0,51  
a 
DW KOR (g) 
0,85 ± 0,06  
b 
0,77 ± 0,13  
b 
0,74 ± 0,12  
b 
0,38 ± 0,24 
ab 
0,62 ± 0,18 
b* 
0,13 ± 0,03  
a 
DW POG (g) 
1,40 ± 0,08  
b 
1,25 ± 0,26 
ab 
0,95 ± 0,22 
ab 
0,80 ± 0,36 
ab 
1,09 ± 0,30 
ab 
0,48 ± 0,11  
a 
WC KOR (%) 
91,0 ± 0,32  
a 
91,3 ± 0,61 
ab 
91,4 ± 0,15 
ab 
93,4 ± 1,01 
bc 
91,7 ± 1,31 
abc 
94,1 ± 0,70  
c 
WC POG (%) 
85,8 ± 0,42  
b 
86,8 ± 0,72  
b 
89,3 ± 2,25  
b 
75,0 ± 8,18 
ab 
68,2 ± 6,10  
a 
84,5 ± 2,89 
b* 
MDA ek. KOR 
(nmol g-1 FW) 
5,54 ± 1,26  
b 
2,54 ± 0,38  
a 
2,63 ± 0,37  
a 
6,76 ± 1,38  
b 
2,59 ± 0,21  
a 
2,63 ± 0,19  
a 
MDA ek. POG 
(nmol g-1 FW) 
23,0 ± 2,08  
a 
20,1 ± 1,95  
a 
22,8 ± 3,13  
a 
30,1 ± 1,67  
b 
24,2 ± 1,94 
ab 
24,0 ± 2,11 
ab 
skupni klorofili  
(mg g-1 DW) 
0,89 ± 0,04  
a 
0,98 ± 0,08 
ab 
0,87 ± 0,05  
a 
2,30 ± 0,72  
c 
2,11 ± 0,48 
bc* 
1,07 ± 0,12  
a 
konc. Ca KOR  
(mg kg--1) 
5327 ± 165 
ab 
4383 ± 522  
b 
6837 ± 197 
b* 
6440 ± 31  
b 
1650 ± 55  
a 
6545 ± 1405 
b* 
konc. Ca POG  
(mg kg-1) 
5060 ± 245 
ab 
4263 ± 296  
a 
4853 ± 65 
ab* 
12367 ± 406 
c 
6447 ± 1137 
b* 
3770 ± 212  
a 
konc. K KOR  
(mg kg-1) 
10163 ± 611 
a 
7383 ± 81 
 a 
9747 ± 203 
a* 
30367 ± 1653 
b 
62600 ± 2669 
c* 
31900 ± 833 
b 
konc. K POG  
(mg kg-1) 
10930 ± 606 
a 
17667 ± 1534 
c* 
11367 ± 467 
a 
18826 ± 321 
c 
14200 ± 709 
b 
18233 ± 240 
c* 
konc. S KOR  
(mg kg-1) 
4535 ± 1517 
a 
5679 ± 2452 
a 
3733 ± 1577 
a 
1753 ± 60  
a 
1358 ± 458  
a 
6756 ± 2856 
a 
konc. S POG  
(mg kg-1) 
437 ± 25  
a 
408 ± 63  
a 
767 ± 122  
b 
1310 ± 43  
c 
708 ± 98  
b 
1086 ± 51  
c* 
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Privzem živega srebra v korenine (KOR) in poganjke (POG) koruze (M) in sončnic (S), gojenih na 
hidroponski raztopini, ki je poleg živega srebra vsebovala tudi raztopljen kalijev selenit (Se4+) ali selenat 
(Se6+). Prikazane so koncentracije in vsebnosti živega srebra v posameznem organu ter biodostopnost 
izražena z BAF glede na korenine in poganjke. Različne črke ob podatkih za posamezen parameter 
predstavljajo statistično značilne razlike med izpostavitvami (Duncanov post-hoc test, p<0,05). Zvezdice 
(*) označujejo statistično značilno razliko med izpostavitvijo bodisi Se4+ ali Se6+ znotraj rastlinske vrste 
(Studentov t-test, p<0,05). 
 
Uptake and accumulation of mercury in roots (KOR) and shoots (POG) of maize (M) and sunflower (S) 
plants, grown on hidroponics, spiked with a combination of mercury and potassium selenite (Se4+) or 
selenate (Se6+). Concentrations and contents per organ are shown. Also, bioaccumulation factors (BAF) are 
shown to mark the uptake to either roots or shoots. Different letters represent statistically significant 
differences between treatments and plant species (Duncan's post-hoc test, p<0,05). Asterisk (*) indicates a 
statistically significant difference in a pairwise comparison among the use of different Se species in either 
maize or sunflower (Student t-test, p<0,05). 
 
 M/ Se4+ M/ Se6+ S/Se4+ S/Se6+ 
konc. Hg KOR (mg kg-1) 709 ± 69 a 1155 ± 117 ab* 1353 ± 112 bc 1688 ± 288 c 
konc. Hg POG (mg kg-1) 59 ± 1 a 64 ± 1 b* 58 ± 1 a 82 ± 1 c* 
konc. Se KOR (mg kg-1) 131 ± 11 a 154 ± 13 a 141 ± 21 a 269 ± 38 b* 
konc. Se POG (mg kg-1) 19 ± 1 a 99 ± 1 c* 17 ± 1 a 91 ± 3 b* 
vsebnost Hg KOR (µg) 567 ± 126 ab 865 ±183 b 809 ± 252 b 240 ± 75 a 
vsebnost Hg POG (µg) 74 ± 16 a 61 ± 14 a 63 ± 17 a 39 ± 9 a 
vsebnost Se KOR (µg) 103 ± 22 ab 114 ± 21 b 83 ± 31 ab 38 ± 11 a 
vsebnost Se POG (µg) 23 ± 5 a 94 ± 21 b* 19 ± 6 a 44 ± 10 a 
BAF Hg KOR 261 ± 25 a 425 ± 43 ab* 498 ± 41 bc 622 ± 106 c 
BAF Hg POG 22 ± 0,4 a 24 ± 0,5 b* 21 ± 0,4 a 30 ± 0,3 c* 
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Nekateri fiziološki parametri za poganjke (POG) in korenine (KOR) pri različnih rastlinah, ki so bile gojene 
na umetno onesnaženi zemlji ter škropljene bodisi z destilirano vodo (N) bodisi z raztopino kalijevega 
selenata (Y). Zvezdice (*) označujejo statistično značilno razliko med izpostavitvijo bodisi destilirani vodi 
ali kalijevemu selenatu znotraj rastlinske vrste (Studentov t-test, p<0,05). 
 
Some traits of shoots (POG) and roots (KOR) of different plants, that were grown on artificially 
contaminated soil and foliarly sprayed either with destilled water (N) or potassium selenate (Y). Asterisk 
(*) indicates a statistically significant difference in a pairwise comparison among the use of different Se 
species in either maize or sunflower (Student t-test, p<0,05). 
 





N 20,7 ± 1,8 31,7 ± 2,0* 16,3 ± 0,6 7,9 ± 0,5 5,9 ± 0,5 
Y 28,0 ± 3,8 25,2 ± 1,5 19,3 ± 0,9 8,0 ± 0,5 6,0 ± 0,5 
FW KOR  
(g) 
N 7,2 ± 1,0 10,3 ± 1,0 0,38 ± 0,03 0,39 ± 0,03 1,1 ± 0,07 
Y 5,8 ± 0,5 11,2 ± 1,1 0,34 ± 0,03 0,45 ± 0,04 1,3 ± 0,2 
FW POG  
(g) 
N 23,4 ± 3,2 12,8 ± 0,1 0,54 ± 0,01 0,54 ± 0,01* 4,2 ± 0,6 
Y 22,3 ± 1,8 12,7 ± 0,1 0,68 ± 0,01* 0,45 ± 0,01 5,3 ± 0,9 
DW KOR  
(g) 
N 1,37 ± 0,18 0,63 ± 0,01* 0,08 ± 0,001* 0,08 ± 0,001* 0,10 ± 0,005 
Y 0,75 ± 0,07 0,58 ± 0,01 0,06 ± 0,001 0,06 ± 0,001 0,11 ± 0,016 
DW POG  
(g) 
N 2,23 ± 0,50 1,25 ±0,01* 0,07 ± 0,001 0,06 ± 0,001 0,53 ± 0,08 
Y 1,66 ± 0,39 1,16 ± 0,01 0,10 ± 0,001* 0,07 ± 0,001 0,60 ± 0,08 
MDA KOR 
(nmol g-1 FW) 
N 8,6 ± 2,6 0,4 ± 0,1 9,2 ± 0,9 13,2 ± 0,1 4,2 ± 0,04* 
Y 9,9 ± 2,2 2,3 ± 0,3* 13,8 ± 2,3* 16,9 ± 0,2* 0,6 ± 0,01 
MDA POG 
(nmol g-1 FW) 
N 3,3 ± 1,1 10,2 ± 0,3 17,9 ± 0,6 6,8 ± 0,07 11,9 ± 0,1 
Y 6,4 ± 1,4 20,8 ± 1,24* 26,0 ± 2,3* 9,0 ± 0,08* 30,9 ± 0,3* 
klab  
(mg g-1 DW) 
N 7,2 ± 1,30 0,5 ± 0,04 2,4 ± 0,20* 2,5 ± 0,06* 2,2 ± 0,001* 
Y 8,1 ± 1,50 1,7 ± 0,02* 1,5 ± 0,02 2,2 ± 0,04 1,7 ± 0,002 
konc. Ca KOR  
(mg kg-1) 
N 6527 ± 1155 3058 ± 165 1960 ± 106 11161 ± 603 7553 ± 2115 
Y 4077 ± 553 5526 ± 298* 2641 ± 143* 5726 ± 309* 10490 ± 927 
konc. Ca POG  
(mg kg-1) 
N 7783 ± 1960 4680 ± 162* 2463 ± 133 4945 ± 267 7223 ± 816 
Y 14900 ± 1380 3863 ± 217 2205 ± 119 7314 ± 395* 10660 ± 2362 
konc. K KOR  
(mg kg-1) 
N 10393 ± 3210 17422 ± 941* 11433 ± 617 8303 ± 448 29725 ± 5174 
Y 8947 ± 222 13883 ± 750 9346 ± 505 6951 ± 375 25175 ± 6666 
konc. K POG  
(mg kg-1) 
N 12853 ± 2669 14167 ± 1867 23956 ± 1293 29581 ± 1597 29650 ± 1303* 
Y 17200 ± 2406* 25767 ± 1784* 37204 ± 2009* 30670 ± 1656 10650 ± 1484 
konc. S KOR  
(mg kg-1) 
N 1843 ± 407 1415 ± 76 142 ± 7 647 ± 35 893 213 
Y 1188 ± 132 2186 ± 118* 204 ± 11* 550 ± 30 1483 ± 102* 
konc. S POG  
(mg kg-1) 
N 1365 ± 290 657 ± 174 371 ± 20 1624 ± 88 790 ± 53 
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Nekateri fiziološki parametri za poganjke (POG) in korenine (KOR) pri različnih rastlinah, ki so bile gojene 
na naravno onesnaženi zemlji iz Idrije ter škropljene bodisi z destilirano vodo (N) bodisi z raztopino 
kalijevega selenata (Y). Različne črke ob podatkih za posamezen parameter predstavljajo statistično 
značilne razlike med izpostavitvami (Duncanov post-hoc test, p<0,05). Zvezdice (*) označujejo statistično 
značilno razliko med izpostavitvijo bodisi destilirani vodi ali kalijevemu selenatu znotraj rastlinske vrste 
(Studentov t-test, p<0,05). Opb: n.a. – ni podatka. 
 
Some traits of shoots (POG) and roots (KOR) of different plants, that were grown on naturally contaminated 
soil from Idrija and foliarly sprayed either with destiled water (N) or potassium selenate (Y). Different letters 
represent statistically significant differences between treatments anf plant species (Duncan's post-hoc test, 
p<0,05). Asterisk (*) indicates a statistically significant difference in a pairwise comparison among the use 
of different Se species in either maize or sunflower (Student t-test, p<0,05). Opb: n.a. – not available. 
 
 dodan Se zelena solata navadna ajda tatarska ajda 
FW KOR (g) 
N 4,54 ± 0,98 3,06 ± 0,14 a 3,35 ± 0,28 b* 
Y 4,76 ± 0,99 3,79 ± 0,32 a 2,24 ± 0,14 a 
FW POG (g) 
N 12,2 ± 3,07 15,5 ± 1,84 b 8,45 ± 0,32 a 
Y 15,1 ± 2,98 17,8 ± 1,19 b 9,81 ± 0,54 a 
DW KOR (g) 
N 0,75 ± 0,16 0,29 ± 0,02 ab 0,23 ± 0,02 a 
Y 0,65 ± 0,13 0,35 ± 0,03 b 0,24 ± 0,02 a 
DW POG (g) 
N 1,72 ± 0,47 1,83 ± 0,18 b 0,98 ± 0,06 a 
Y 1,74 ± 0,41 2,05 ± 0,18 b 1,17 ± 0,04 a* 
MDA ek. KOR (nmol g-1 FW) 
N 3,25 ± 0,89 8,66 ± 1,67 a 12,1 ± 1,63 a 
Y 1,71 ± 0,99 8,23 ± 0,74 a 19,9 ± 3,74 b 
MDA ek. POG (nmol g-1 FW) 
N 1,80 ± 0,53 27,6 ± 1,85 c 22,5 ± 0,76 b* 
Y 2,88 ± 0,40 36,9 ± 0,75 d* 17,9 ± 0,41 a 
klab (mg g-1 DW) 
N 2,61 ± 0,58 2,78 ± 0,17 a 2,53 ± 0,50 a 
Y 4,52 ± 1,18 2,50 ± 0,23 a 2,47 ± 0,11 a 
konc. Ca KOR (mg kg-1) 
N 2953 ± 299 34520 ± 5389 a 52840 ± 8196 a 
Y 4053 ± 169 40100 ± 6174 a 42880 ± 10588 a 
konc. Ca POG (mg kg-1) 
N 8300 ± 1148 35220 ± 4044 a 37780 ± 2395 a 
Y 8187 ± 2372 37025 ± 2891 a 35100 ± 1428 a 
konc. K KOR (mg kg-1) 
N 7650 ± 1441 18840 ± 1750 a 20040 ± 1218 a 
Y 17380 ± 6081 16040 ± 1122 a 17700 ± 1218 a 
konc. K POG (mg kg-1) 
N 18067 ± 1443 27040 ± 2734 a 38640 ± 2448 b* 
Y 21233 ± 6356 26550 ± 2970 a 28820 ± 2448 a 
konc. S KOR (mg kg-1) 
N 206 ± 31 n.a. n.a. 
Y 385 ± 130 n.a. n.a. 
konc. S POG (mg kg-1) 
N 371 ± 65 n.a. n.a. 
Y 721 ± 143 n.a. n.a. 
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Površinska razrast micelijev rjavega (B. edulis) in črnega (B. aereus) gobana v odvisnosti od dodatka Se 
(+Se) in oblike Hg (HgS ali HgCl2) v trdno gojišče pri koncentraciji živega srebra v gojišču 0 (C) in 10 µM. 
Merilce v spodnjem desnem kotu prikazuje 5 cm. 
 
Mycelium growth of king bolete (B. edulis) and queen bolete (B. aereus) under presence or absence of Se 
(+Se) and in dependence of Hg species in the medium – either HgS or HgCl2. The concentrations of Hg in 
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Primer neenakomerne razporeditve HgS po gojišču (puščice nakazujejo območja z višjo koncentracijo HgS) 
(a), primer rasti glive Boletus spp. na gojišču s HgS (b) in kontrolnem gojišču brez Hg (c). 
 
An example of unevenly assorted HgS (arrows mark areas with a higher HgS concentrations) (a) and an 
example of growth of Boletus spp. in the medium with HgS (b) or a control medium witout Hg (c). 
 
 
 
